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This application claims bencfit 1o U, S, Provisions] Application Serial No. 60/435,901
that was filed on December 20, 2002,

TECHNICAL FIELD OF TRE

This fvetion mlalm to improved ;tmcmml campositions cotprismg
botubinnm nsnmmn m 2 sequestration agm. The mveption forther provides
phmuwmmpmmdmﬁndsfwbmmoflmdmmh.
dlseases,

OF THE

Bomliniim peurotaxin, a toxin igolated from a swain of Clastridium botulinum, a
deadly toxin at highes concentrations sad quantities, mnéumduummmammpmh
fbrﬂxﬁ’ut:nmtofmnymumuwﬂm‘dlmm(&g dymmmmmm
spasticity, cerebn] palsy, meo[hs),aswenasmmymuﬂmdimm
{soyofacia] pain, migraine, tension headaches, neuropatiry, hyperbydross).

Prior to this inventlon, the in Wyo binding of altamin to botulinnm toxin has never

been idemtified af importmt to climics]l ecffectivencss of botlimum-toxin-based

saturation of neurotoxin receptors on peural tssues, high-concentrtion-albumin formulations
improve the clinical effectivencss of botuligwm toxin and reduce side cffects mach a2 those
resulting from diffusion of the botulinum taxin from e site of admigistration. There has
boen 10 prior suggestion thai alering the formmletion of botulitum toxin by increasing its
concentration relative to the nenrotoxin conld enhapes the effectvansss for the weatment of
homsmn disensc. Thmhngbotnﬁnummﬂnpupumummiyawikbleﬁrnhﬁd
practice are BOTOX®, DYSPORT®, Mvoswc.' mmmmmesm
mechanisp and provides co:npos:tium of hnpoved m:ilny of botmlinom-toxin-based
wwmhmﬁmﬁammmmmnrm
apents to evhance sequestration and improve the cffectivencss whae othor available

In recent years, Baodic & ol have characterized the regional effect of botnlinom
toxin using muscle Sher morhphometrios, cholinesterase minining, and cnttmeous wrinkling
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from depression of facial muscle tome. (Borodic (1992) Bowbun A toxin B
(expressionistic) piosis overcomection afiey ‘frominlis sling Opltholwmic Plastic and

Reconsiructive Sury, 8(2): 137-142: incorpozated herain by referenon in its extinety).
. N -

Since its introduction as a thempentic agent, the pharmiacentics] measnrement of the
denmrvating or biologic activity of botulinum texin has been the LD untt wsing 2 18-22 gram
Swiss Webster mouse, quantitaird matistically by injecting coborts of miice &t differsnt
diluticns from the poyified botulipum newrotoxin pisin and jts protein complexes, This
measurement has the advamtage of simplicity of & clear endpoint detarmination (living ot
d=ad monse), however the LDy unit does not predict climical belmvior of various botyfimmm
toxin formulations when compared in clinical stadies. For instance, one piepamation of typs B
botalnem tadn (MYOBLOC®) requires 5,000-15,000 LD units to troat torticollis wherens
another preparation of botolinum toxin Typs A (BOTOX®) requires only 100-300 LDsp units.
Similarty, the LDs; unit hes fiiled i digtinguish differences in thampeutic behavior of
different sourves of the same botulinom tozin immmotype. For instense, approximately 50-
300 vnits of BOTOX® is raquired to treat blepharospasm and octvical dyseonia ‘compared 1
200-1200 wits of DYSPORT®, anuﬂmpmpnabmofbomlummtypo,ﬁtumnblel
mummmemyingamsfordﬁmmdxm R

[ .L‘ iy ; -
Table1: Dosing comparisons between varions phnrmuﬁul formulatiogs u‘l

potulinmm toxin.
Formulation Essential Blepharospasm Torticollis
BOTOX® 501" -~ - 200U
DYSPORT® 2000 600-1,200 U
MYO, _3,000-5,000 U 10,000-15,000 U

“Fllg {17} are LDyy amits detariney gsing 230 g Swics W chstar mice, ax deseribed borein,

Boyond effective doss requircments, substantial differenoes in the complication mte
kave beon poted at theyapeatic quentitiss of different bowlimm preparations. Side effects
such a5 those resulting from diffnsion of the bomlimmg toxin from the &te of admigistration
ameartobedepmdemonthefo:mn]aﬂonufbotulinumtnﬂn For instauce, dysphagia rtes
(dﬂmhymﬂowhg)maweﬂhwmcmhmofhmﬁmmb:mmmm
weed for the treatment of cervical dystouia. {Borodic ef al. (1990) Botukmm A toxin fo the
teatment of spaswodic torticolhis. Dysphagia and Regional Toxin Spread. Head & Neck, 12:
392-398; mcorporated herein by reference i its extigety). Differences in the rate of this

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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complication betwesn formulations bas been well appreviated when reviewing pror art
liteature Getween '1984-1995. Furihermore differences in the rate of ptosit bave boen
reported when comparing varions immnotypes and different prepamations of the sume
fomanmaotype {ses Table 1). 1t has becowe well acoepted that this complication is the result of
diffusion of botalimm toxin sway from e injections sites, 8 propesty which & in conflict
ﬁmﬂwcﬁdulgodofmhﬁmﬂmm&néqlhiobgccﬂwimaspdﬁ:m
region. , S

-

Table2: Diffuivp-related complications beiween varions pharmacestieal

fornulativng of botulicnm toxin,
| __QM- BOTOX® DYSPORT MYOBLOC™
Ptogls <2% 12-15% 3040
<2% 14-21% 10-17%

o al.  Comparisan of twy botulimem-toxin prepevations 1 the testmen of essantial
blaplmrocpasm, Gragfas Anch Clin Exp Opltkalmol 233(4): 197-199.

Plere 3 Stdies 1m1pwmwmmwmummwnumwmnm 1995
1 NTH (Boredic).

¥ ew ot al. (19973 Botulimms toxin type B: a doable-tling, placebo-controfled, safety zad efficacy sndy in
carvical dysionin. Nevrology 490 T01-707,

Tn 1991, Borodic ¢ ol demopsimted e histological model demonstrating a
histochemical and motphologic diffasion gradiem from pomt injections of botnlinum toxin,
(Borodic er al (1991) Botolivum toxm: Clinical ‘and scientific sspects. Opthalmology
Clinics of North America 4: 491-503; inocrporated horein by reference in ifs entirety). The
gradiont wag firther demotstrated tn be dose depandent over single mmsole strips and capable
of croesing fascial planss. The diffusion mode] was further demonstrated on fhe facial
wrinkling pattemn of the bnman forchesd (Borodic e al (1992) Bomlimum toxin for
spammodic torticollis, multiple va. single point injections per nmacle. Head and Neck 14: 33-
37). Diffusion wns thereafior used to explain the mechenlsm far dysphagia afisr surface
injectionz of botulinmm iwjection for the hmmmm neck and plosis (drooping eyelid
complication) after pariocular injections fur the treatment of escential Hleplumospamn, Prosis
tesalts from diffusion of peuwromuscalar blocking activity from the 1id edge to the musenlar
portien of the apper eyehd retractor, which lies in the upper otbital space. Dysphagis resnlts
from diffusion of pegvomuscnlar weakening effect from the sternomastoid musche, targeted
for treatment of torticollis, to pegipbarygeal muyculatore which generates the force for
wsmbedhwﬂyuthﬁcqumﬁwﬁmhigivmh.wgmmmﬁm
e I 55 I

S A
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the LDy umits used, fhe proater the diffusion from a point igjection. From Iitexatore snmtnary
from the 1980's and early 1990°s, dywhﬂsammmeeommvnﬂlmofDYSPORT"ﬂm
"BOTOX® st effective doses. Recently, from studies done at Eurcpesn copters, the
differences in dysphagia ratss have been confirmed (Remowx ef al. (2002) Respective
potencies of DYSPORT® znd BOTOX®: a double blind, ndomized, srassover study in
carvical dystomin, J. Newrol Neuraswrg. Psychiairy 72: 459-462).  Differences in plosis rates
O for the treatment of blepharospasm havé also been cbserved compering BOTOX? with
DYSPORT® with BOTOX® demonstrating less common incidence of this complication
(Nussgens of al. (1997) Comuprarisen of two botulintqn-toxin preparations in the treatmsnt of
essential Blepharospasm.  Gragfer Arch Clin Exp Ophthaimol. 235(4y. 197-199). Major
differances tn the ptosis complication bave boen reparted whei using botalimun toxin type B
for the treatment of glabeliar and forekead wrinkles when compared to botutimm type A
(BOTOX®), (Hoick et al. Ceanparison of High Dose Botlimum Toxin Typs B to Botplinam
Type A in the Treatment of Lateral Canthal Rhytides American Socisty of Ophthalmic
Plastic and revonstructive Surgeons Avma) Mesting , Anaheim, CA 11-14-03).

& Sequestration,

Albumin was initially used to formulste botulimnp toxin based phermacenticals
becanse of its stabflizing efficct on the biologic activity of the neurotoxin at high dilutions
(see Schamtz, Botulbwm Toxin Therapy, Marcel Dekker 1994). Dilution of the purified
O botulinnm toxin crystals with physiokogic mline or water would camae the biologis activity
and pharmacentical properties to be Jost at high dilutions. Additionally, the albamin hes been
mpmmdmlﬂpmpmemmummhmhﬁumhmdhgmglasammmﬂ:
pm-clhnca]dewlo;mmtofBOIOX.armoﬂmbmmmumnmedfor
pbumamuluu.ﬁncwasmwmnhnfwﬂmmpomofaﬂundnmﬂn
fmmﬂmaﬂnﬂmmdﬂnnmﬂnbﬂizcrmdexcmiﬂnmbepmmﬁmhmdha
to glass.

BOTOX® end DYSPORT® are derived from different stmins of Clostridial species.
BOTOX® is derived from the Hall rain of Clostridiion botilimum riginally maintrinsd by
the Unjversity of Wisconsin, whereas DYSPORT® is derived from British Microbiology
Collection.  Immunological cross reactivity exists between the products as both products
weze derived from tmmmotyps A strains.  Despite similar immvnotypes, the clinical
Tesponses between BOTOX® and DYSPORT® may be explamed by the differences in the

J2 L P
PO IR
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. excipients used in each formulaticn, ' The difference in haman seum afbumin conosatrations
between BOTOX® 'amd DYSPORT? are outtined in Table 3. -

Table 3, Haman Serum Albumin cogtent of varions pharmacentical formulations of

botulinwm toxin.
b Formulation Albomiz’ LDsy/pg albumin
O _ BOTOX® ' 500 g 02
DYSPORT® T 15p 50

Alburnin §5 represented im mg per 100 LD umits of botulimum toxin. Other differences exist
m@mmﬁmmmismmmmm'mmmﬂh
BOTOX".

The albumin discrepancy bestween BOTOX” and DYSPORT® is almoat identical to
the diffesence in dosc requirements sheerved between BOTOX® and DYSPORT® in multiple
clinioal stndies. The comelation between the- albantin ratio/clinical potency ratio is further
strengthened by changes in pharmacological properties of DYSPORT® when albumain is
added to e vials using a mouse bemidizpiram snimal model. WohHalt ef ol noted using
this wodel that adding albamin to one vials of DYSPORT® bronght biologic activity kigher
wsiny the mwouse hemi-diaphmpgm model. (Biglalke & a/ (2001) Bowhnom A toxim:
DYSPORT® improvement of biologicel avsilability. Exp. Newrol. 168(1% 162-170). The
O suthors sugpestsd the increased biologic activity resultsd from  imoréased stability as
mmmmmmm'mmwmmmmm
(Bighlks & al (2001) Botullhum A taxin: DYSPORT® improvement of biological
availability. Exp. Nawrol 168(1): 162-170). The anthors explaived the differences of
albomin on the LDs, bicassay without reference to mechanism of action n tissuwes or
pharmacolgic-pharmacokinetic importamce, that is, in vivo albumin binding, enhanced
sequestration, and onprovenent in therapentic effects. The same mthars forther chorrved in
a rat-diaphragm preperation, that the addition of albumin to the BOTOX? preparation oould
not substantially increase regional dencvative effects and. did.not ddvocar apy chanpes in
formulation. The findings of these ressarchers concluded ' that ‘there ‘was an effect of the
| albumin concentration an the LDsy measurements howsver, there work did not demonstrats
, a1y increased potency of BOTOX® on regional denervation or that DYSPORT® oould be
enhance to give any meater densyvation potency over BOTOX®. There work was timitsd by
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the in vitro natnre of ficir cxperiments, that is, u5ing a HoD blood perfitsed anfmal dissection
of % motar ocrve (phrexic nerve) and disphragm muscle, which fails to accomnts for dilutions
mﬁmmdﬂwupmdwmmwmawﬁmmiadmpﬁmm
tmﬁngmththcmnmmnmnlmepm Thcwalmncq:pﬁnmontequ&ummw
| mﬂynsofﬂ:ecﬁ'muofalbnnmmmgtamlmﬁmumﬂindmﬂntnm
‘ experiments. Their work did identify reasons fur difforences i LDsp 20 measured by the
O mouse lothalty as=ay, The oonolusion Were no improvements in poiency or effsctivencss

could be made over existing BOTOX® preparation wod is dircoly coatraty o the conclusicn
derived herefn. (Hanover Gemmany Intemations] Botnlioum Teoxdn Meeting 2002).

Differences in potency, issues relating diffasion and comsimment of the biologic
effoct are imporant in the pharmssalogy of botulimmn-based pharmacenticals, Desoribed
bereln is a method for altering compositions of botalimm based pharmaceutacaly to enhapce
potency, increase séquestration of the batnlipum toxin ‘and lanh adverse effects of botulinum-

SUNMMARY OF THE JNVENTION

ﬁammdemampodﬁmcumprnEththﬂnandn
au@m@nguﬂfummmtngmmmmuhdhmmdlmhmd
mhmmmmmmhmmmmm
O SwMSﬁMmmmwlmmmmm In ancther
ambodiment, the sequestretion ageat is present in ag amount hetwoen 550 wd 5,500 pg
saquestmtion agent per 100 LDsp units botlimum toxin. In o farther embodiment, the
| scquestration agent is present in 2n amount between 5,500 and 13,000 g asquestration agoat
i pu’lﬂOLDgomimbomﬁnnntoxin_. In & prefeged exnbodiment, the scquostrtion agent i
prescat in an somt between 13,000 and 50,500 pg sequestration agent per 100 LDg, units
botulimum toxin. In a more preferred anbodiment, the ssquesiration apent is present in an
] momﬂbﬂwmﬁﬂ,ﬁﬂﬂmdfﬂi.ﬂﬁﬂpgmmﬂﬁmapﬁpulﬂﬂlbﬂmﬁmmﬁmm
trxm. In the most prefered embodiment, the sequestration agent 3 fornmulmed as
i Mmmmmmubﬁmsoﬁmmmswpgmﬂmm
per 100 LDy vnits botulimuy toxin,

CoN A ;\ LT gy b, L v

-

Inanoﬁnmbudhmm,ﬂnpwmthwwhmmvﬂuawuponﬁquﬁmng
bouﬂhmwmmdawquemmmw&mqumempmhm
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wherein the albumin may be formulated as  solid albamin particle.

The botulinum toxin of the present campositiong may be sclected. from a variety of
siradns of Clostridimn botlipmmn. In a preferred embodiunent, the compasitions of the present
wmmammmmmmmmawmm
typst A,B, G, D, E,FandG In a preferrad embodimest, the botulimnn toxin is botalinum

\ -, amount between 550 and 900,500 pg sequestration agtnt per 100 LD« wmnts botalipom toxin,
1
|
|

A from the Hall storin of Clostridtom botutingm. - 7
' mmﬂnmw&nmmmmdﬁpmmma
botnlinum toxin that consisty essentially of frectionsted-Hght-chain botulinnm toxin. In yet
another embodiment, the botulinum toxin coneists essemtially of 2 mixture of hybrid and
chain-translooatad forma of botulinom toxin. In a finther embodiment, the botlinam toxin
consists cssentially of chimeric forms of botulinum toxin, Although the present irvention
may utilize amy botmlinum toxin, botultom toxim fragment that retainy nearotoxic activity,
botutinum toxin chimems.and hybrids, chemically-modified botulinem toxin, and specific
ectivities well known t those of ordinary skill in the mt, in ene embodimernt the botulinum
" toxin is purified to o apevific activity greatsr than or equal to about 20 LDs wnits per
nanogram botnlinem toxdn.

| ' mmmwmmdmmom&mmmdnm
mmmmdmmﬂmmmnmwnmm
nreqmltnaboutozixbom]mmnmxmtypeAmdmlusﬂnnwequalmabm 10 for
botulinum tixin type B,

Bach composition of the pressnt invention, In addition 1o couprising a botulinnm
toxin and a sequestration agent, may finther comprive a pharmacentically acceptable carrier
andfor Zine and/or & zino mit. In one embodiment, the botlinum toxin is nopcovalently
bound to the a sequestration agent. In another embodiment, the botulinum toxin i= covaleatly
bound to the sequegtration agent.

The present invention provides compasitions of 2 botnlinem toxin and a sequestration
agent, whereln the scuuestration agent is selscted from the group ommsisting of: proteins,
lipids and carbohydrates. In a preferred embodiment, the sequestration agent is alburmin,
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mﬂagm,e;hnphbwurhyahmmm. In a more prefened embodiment, the soquestration _

agent is hyajuronate. Tx the ost preforved embodisent, the sequestration agent is albumin.

The pregent invention figther provides compositions comprising a botulinnm taxip
and a seqoestration agent, wherein the sequestration spemt is s albumin, preferably hrman
gerumn albumin. Furtheanars, in one cnbodiment, the allumin of e present conpositions is
‘Tecombinantly produced. In ane embodiment, e albuggin is prosent in an &mount between
SWMSMpgﬂbmmwlﬂomgthnmm haﬂtﬂ:ﬁmﬁu@aﬁ,
M&Mmmmwﬂhhmiﬁﬂﬁmﬂﬂ,@pgﬂnmpﬂmﬂlmm
botulipum wxin. In a preferred cinbodiment, albemin is present i @n awount betwean
13,000 and 50,500 g albumin per 100 1Dy, wits botalimm taxin, In & move predorred
embodiment, allamin is presest in an amount between 50,500 #od 505,000 yig albumin pey
100 LD« wmits botahmom soxin memmmmnw
mpmmmhmmmmmwmwﬁmmdmwmalbmhpulw
1Dsg umits botlinum toodz,

In one embodiment of the pressnt mvention, the eompositions comprise a botalinmm
toxin and at least oot sequestretion agenat, In a preferred embodiment, the compesitions of
the present investion comprizing a botulininn toxin and albumin end finther compricng me
or mode additional sequestration agents.

The pessent javentin also provides mettiods of producing localized denervation in &
sabject in necd theroof, compuising adomimistaing en effectivée amount of any of the
compositions of the present invention that sre desoribed hesein. Tn ome embodiment, the
methods of the present imvention sre used to produce denervation in = subject that suffers
from a pewromusclar disease associated with increased rwmscle tope with imvolmtary
movement. In another embodiment, the methnds of the preseit fuveitiog are hised to prodnoe
degervation in 3 subject that enffers fiom a Dewrcmwaculs ‘dissaw. Prafombly, the
negrommuscular disesse is characteriged by increased muscle tons and/or mvolnotary
movament, incloding but not Hmited to dystomias, spinal cord igjury or discase, multiple
sclerosis, spasticity, cercbrsl palsy, stroke, end the liks. Prefemmbly, the neurormscnlar
disoase associate] with imcreared mwscle tome and/or involvniary movement is
blepharcspasm or torticollis. Mare preferably, the neoromuscular disvase associaisd with
increased muscle tone with involuntary movement is bleplstrospasm,

-
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In on¢ embodiment, the present imweution provides methods for prodncmg
deneevation in 2 subject suffexing from blepharospasm comphsing admivistering between 10-
200 LDy units of & camposition of the present tvention, as describod herein. In agother
embodiment, the prescnt mvention provides methods for producing denervation in a subject
suffering from torticollis. Prefexably, the effective amongt of 4 composition of the present
mvention 18 between 10 and 3000 LDs, unite.

In another cmbodiment, the present invention provides a method of teating 3

copdition salecied fiom the group cousisting of facisl wrinklea, thytides and commetic
+ ahnration of Hp and xow, In a subject in need thevodf, comprising administering & cffeciive

amoont of a composition of the present imvention, as disclosed bercin  Prefemsbly, the
effoctive amount is between 2.5 and 400 LDy trits,

In yet another embodiment, the present invention provides a method of treating
buran headache disorders in a suibject in noed thercof, oomprising admwinistering an cffective
momudacompommofﬂnmmewdmﬂwdhum Preferably, the
mmmm“mmsmmwmmm” M

haﬁn{hnmbodmm,ﬁnmun:mmﬂunpmndmameﬂndofmﬂnam
wigraine headache disorders in & mbject in poed thereof, comprising adwinistering an
effoctive amownt of a composition of the present invention, ag disclosed herein, Preferably,
the effective amount is between 5 and 1,000 LDy, units.

The present mvention also provides a msthod of treating human inflrmmatory
conditions in s subject in need thercof, comprising administering an effective ameunt of a
composition of the present arvemtion, as disclosed herein. Preferably, the effective amourt is
between 5 axd 4,000 LD units,

The present imvention abo provides & method of treating myopathic or peuropathic
pain in a gubject in need thereof, comprising administering #n effective emount of &
camposition ofﬂnpmmntinVMm,asdischudbum membly,thceﬁmﬂvummntm
between 5 ad 4,000 EDso wtits,. -+ T AR L

mmmmﬁmahopmﬁdnsgmﬂmdgfuuﬁnnabnd;ﬁmmﬂnﬁﬁcphh
& subject in need thereof, comprising admimistering an effective smount of a composition of
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the present invention, a5 disclosed harein. Preferably, the effective smomnt i beiwesn $ and

4,900 LD, uxita,

In yet another embodiment, (e present mvention provides a method of treating -
gestrointestinal spasm and strictures in a subject in necd thereof, comprising administermg m

eﬁecﬂwmﬁdampmmnnnfmpmmmhmu&chwdhmm Prefumbly,

'ﬂaeeffutwemmmmbetmnuSmMGmmmmts.

mmmmam&mofmﬁngahymmmm
subject in need therect, comprising administering an effective amount of a composition of the
present invention, as disclosed hersin. Preferably, the effective amount is between 5 and
4,000 LD units, : '

The present invention also provides a method of producing the compositions
described berein. In epe embodiment, the method comprises mixing a yequestmtion agent
with botnlomm texim. hmmﬁm&mﬂwmﬁmmwﬁ
drying a sequestmtion aget with botufimum toxin.  Prefernbly, the botnlinumn toxin and the
Wmammamwwmmdwlmmmm
fo 1 mg of botulinmn woxin.

vayy e A - BN u 1 ﬂ‘u‘!. .

Thmmmakomvﬂunmofmofhmmmmdhﬁeh

fmﬂnuunmmOfamulﬂdimpnm,mﬂmamwnﬂﬂmmwﬂnﬂm .

thytides, cosmetic altwation of lip and brow, and the ke, Ths present invegtion also
provides a wee of amy of the compositions disclosed herein for fhe preparation of 2
medicament for the weatment of a peqromuscular diseass, pgin, mflammategy conditions,
facial wrinkdes, rirytides, cosmetic alteration of Iip and brow, and the ke,
D F THE

Tho present invention describes a method and compoition to enhance the clinical
eﬁeoﬁvmofhﬁﬂhmmhmwﬁmﬁrcmmmbymofw
sequestration of botnlimum newrotoxin molecules in the region of the heman or wanmeken
body targeted for therapy throngh the wse of a sequestration agent or *“molecular anchor™.
Enhanced ¢equestration using higher cencentration of macromolecules such as proteins {e.g.,
alburzmim, ocollagen snd the like), end/ar Hpids and/or polysacoharides (e.g, hyaluronawe, and
the Bke) can be useful! to provide 2 molecular. anchor to:neurotaxin molecules preventing

0
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. diffusion away from the injection point, cauking meximal satiration of botnbintm peyrotoxtn
mmnﬁmmeﬁmmmmo{mmwa

. destred climical effects. The sequestmiion agent enhamoes contsizment of regional

" . denervation, and enhances chimical outcomes. The increased sequestration allows for better

v delivery to perve ending, with enhanced nptake and augmenistion of degervative and other

biologic effects. The mvention requires a sequestration agent added to a formulation of

O . newotoxin which binds to the nevrotoxin, prevents disgemination of the nearottedn and

dmomhaﬁ'hnpmvemminclhﬁcil-reapm.inpﬂiems Who wero previously treatad
without the carrier moleculs at preferred concentrations. . The sequestration agent may be
emamgnmpmumgmﬁamﬂymglnmmmuaﬂmthm;mmuﬂyumd(mhmhnmn
nuumalbum).«amm-lﬂﬁthnsnmbmmﬁouabruﬁdmmbﬂumﬁnmm(
such 26 soditnn hyaluronate).” The scquestration agent must bind to the botalivum toxin
nidm:kmdmnﬁhﬁﬂiﬁmmﬂﬂﬁemn@ﬁnmyrmtﬂﬁemw
ending or oy nevral suctore so that effectivenss of the thexapy & improved.

A. Defipitions,

As nyod herein, “Botulinam toxim” msans a protein toxm =nd its complexes isolated
from strains of Clostridium bot/inim, including various immunotypes such as A, B, C1, C2,
C3,D.E, Fand G,

O Asusedhmm.“meﬂ‘ecuvcmn’umummmﬁimmpmdmeampm
mhe&cﬁwmommbedemmadmﬂzdmomhmmdwshw
hhehdchmu]hn]surbtnsmdmmﬂlblmdeduial SR

AT P {s ._.‘1'"4‘1‘:\- A

Asuwdha‘cm'hﬂnmuscuhrcﬁm lcﬁartumydimmmgm
mmdum(hnm,spmalcord,pumhmlm)wmh(milbdwm“h).
including but not limited 1 nvoluntary movement disorders, dystomias, spinal cord injury or
discase, multiple sclerosis, spasticity, corebral palsy, and stroke.

As used herein, the term “peuronivscular dizeases” refer o amy disesce adveysely
affecting both nervous elements (brain, spinal cord, peripheral nerve) or muscls (striated or
smooth musck), inclding but not Limited to involuntayy movement disordem, dyztonias,
spmal cord injury or disease, muliiple sclerosis, spastiity, cerebral palay, snd stroke.,

. ke
L
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As used herein, the term “phammacentically acceptable castier” mesus' s chemmicsl
composition, compound, or solvent with which an active ingrodient may be combined and
wiich, following the combination, can be used % administar the active ingedicnt o a
subject. As used herein, *pharmacentically accepiable carrier” inchudes, but is pot limited to,
one ax more of the following: excipients; surface active agemn; dispersing agents; inert
difumnit; granulating and disitegrating agemts; binding agents; libwivating agents;
presezvatives; physivlogically degiadable compositions such as palatin; aqueoss vebicles and
solvents; aily vehicles end solvents; mspending agents; dispersing or wettimg agents;
emulsifying agents, demmlcents; baffers; sats; thickening agents; fillem: sntioxidsuis,
mamm;mwmmwmammmm
other ingredients known in the art and described, for exmmple i Genaro, od, 1985,
Remington's Pharmaccutioal Sciences, Mack Publishing Co., Baston, Pa, which is
Incorporated heyein by refarence. :

Ap used bervin, “sequesiretion agent” moan m ageat that cnbmnces localization
and/or retemtion of the botulinmm toxin to the site of adaninistration.

As used herep, “subject” moans a pammal.

B, Albuwiu,

Endogenous byman sequm albunin binds native circulsting molecnles, such as fiee
with many pharmmaceutical agents which can influence potency, complication rats, clearxnce,
and other pharmecodyoamic proporties of these agenw. Examples mchade salicylates,
sulfisoxazoles, warfrin, phenylbumzone, digioxin, phenytoin, axaclllin, bemyzipenicillin,
known to bind humnag serum afbumin. Peptide hormopes such as gastrin, corticeiropin,
melatonin are also known to bind buman serom albumin,

Several binding sttes have baen identified and bmding har bsen thonght % be non-
covalent. Additionally, albumin can non-covalently bind cations that serve as cofastors for
enzymatio reactivity of portions of the botulipum toxm polypeptide complex. Specifically,
zinc is a cofactor for the endopeptidase activity of the botulimmy toxtin hight chain which
enters the target cells afler heavy chain binding to the cell surface protein receptors. Higher
quantities of zinc bound to albagnin enhance cndopeptidase activity, Zinc binding to aloumin

12
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ia dose dependent. Saturstion of zinc binding on albumin enhances the denervating effinct of
botulimmmiwn. ¢ - L T - L GEnT.

Albumin, becamse of larger stomic mess and ofber protein properties, is
: Mmmmm&mmmwm‘mlmmmww
absorption), a prooess which a much slower than removal of smaller molocoler species. The
relevancs to Botulinum taxin phanpaceutionls relate to the role both in mainteining biclogic
wﬁﬁqbypmmmmdmmmﬁmﬁu newsotaxin release at

« for the pemotoxin complex, and subsequently, afier injected, diffasion away from fhe
targeted anatomic area aro results. The chinical effcct is & grester Togional diffusian of the
chemodenervation , which resolts in increased complications (ptosis, Dyspahgia see Table 2).
In order to compenants for this biologic behavior, the climicimns in practice or studies have
bad o give four to five time a5 mmch newrotoxin to schieve the same degree of bilogis
activity a8 a higher afbamin concentration. With lees potent Immmotypes such a8 botnlingm
toxin type B (MYOBLOC®), arger dose are needed to zclieve the came regional bioaffec,
bence further diffogion ocowrs with increased complication mies (see Table 2)
Adrmimistering more botulinmm toxin (kigher protwin load) results in higher fmmunity rates
after repeaind injectioms. (Borodic ef ol (1996) Bomlimm Toxin, Immunology and
Problexns with Available Materials, Neurology 46: 26-29).

MYOBLOC? & formmlated at an ecidic pH <60 which provides for increassd
| stability and stability of the liquid formmlation at room temperature. Unfortumiately, e woidic
' PH has an adverse sidke cffect on the structure and probably tssue carying properties of fhe
umén serom albamin in this biologic drg’ & formulation. Atvarying pH, the isomesization
of aTbumin can be considerable as well a5 the tertiary confipuratiom of the allwmin protein
and physical propertics (sce Poters (1996) All about Albmmin, Acadesiic Press, New York;
incorporated berein by reference in jts catirety). Alterations in physical proparties (vis
chmgumhmdmgofbotuhmmtmmanddynmofbomhnmmdnmommrdmh
hmnm)mnbausadmuplmn&omeofﬂnemﬂmabkd:ﬂumindnmmdrm
mmparthOTOX"mﬂMYOBLOC'mchmmlpm ‘With kigher pff, typs B
formulation, similsr histological effects can be seen with equivalent LDy, units (see Borodic
« ol (1993) Botulirum B Toxin as &n Alternative ‘to Botulimam A Toxin, A Histological
study. Ophrhalmic Plastic and Reconstructive Surgery 9(3): 182-190).

~
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Alhough other proteins (eg. pelatin, lactalbomin, lysogyme), lipide and
carbohydrates may serve a3 effective sequestration agenis, albmniy, inchiding encapenlsted
albwmin and solid micromheres is the profisred protein sequestrution agrut, i part, becanse
of its low ingumograicity. .

Lo !

€. Sequestration. - I .
| ' The oomcept of sequestation has been used by fhe fnventor to’ explain altered
O lidocaine toxicity when periocular injections are given in the absenes of Wydase. (Troll et al

" {1999) Diplopia after cataract surgery using 4% lidocaine in the absence of Wydase™. Clin
Anesth, 13(7); 615-6), Sequostration, in the sbeence of Wydase, of injectable lidocaine in this
circumstance causes wxicity of tryofibls of the ext-ocalar muscles With contraction
soarring snd damage to extn-oolsr movement The Lidocaive crmmple indicates how
nqmmﬂm&mdymnmdimmmo{mmmblndmgmhemmﬂndmgs
basx phanmacology.

There has, however, never bean a suggestion ar recommemdation that albunvie can
ahermgimnlhmaﬁmpomywmtmc&ﬁmlemwhmm'm patienis not
responding 1 BOTOXY, DYSPORT® ar MYOBLOC?. The present invention provides
compoeitions and methods that ephance the climical effsctivensss of botalimum toxin

O As pointed out in the potency section sbove, sequestmtion—the regional contsimment

uhunodumwhm—-hmeofdnmostmpmmpmpuﬁaofmefhmnlaﬁmofﬂx
prosent invention, Thepmpatyhxm:potmhmlnmgpotmuy redocing the
complication rate from diffasion, and reduchng mntigenicity of the botuhmm toxin.
. Preparations which regpire kigher dosing, that is administration of am incressed protein Ioad,
} are associated with higher rates of immunity (commparing 79-11 origined Oculinam Batch to
; current BOTOX® Batch, MYOBLOC® compered to BOTOX®). Enhanced sequestation
|

allows for lower protein loed, less diffasion, amd enhanced Biologie effect within the region

targetsd for trastment. The utility of tids improved ocwposition is dsmonstestod by its

‘ thergpontic effectivencss when conventional formulations (e.g., BOTOX®, MYOBLOC®)
1 carrently in use have failed or given suboptimal results,

R S, [
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mulatoss ¢of Botnlipmn 1axn

sinp ol Hieh-Alpnmin ¥g | )
botnlinum tnxdn that Tequixe a lJower effedtive amont to
treat a partioular condition is destred, because the admimistration of botulinum toxin hae beexr
pesocizied with the development of tnmunological wsistance. Comeequently, this
copplication requires increased dosmg (lgher LD wnits) to achieve a therapentically-
effective smount of the betnlinum toxin.

' A composition of Hall-stmin-derived botulinuin toxin was fonmnlated with a specific

activity of 20 LDsy unitsfug toxin and 900 pg human sérum aluemin to 100 LDsp units of °
. botulinam toxin(D.11 LDg mnit/pg albumiu) US FDA IND 4891). The indiation for

thernpy for s new formilation was sherent regueration’ of tho facial mave with
invohmtary synkinetic blepharoypasm., The stwdy was copdncted using between 5 and 15
LDy auits of botutimn type A toxin formulated with the increased amomt of albmmin to

Table 5: Reduction in effective ameunt of botufigum toxin wsing high-albumin botukieom

toXin compositions.
15 patients 100% demonstrated
Open-Lable |~ C .. No ptosis
Trish weelving 5-13 decreased rvohmtery .
LDy ity ___movement camphcation
Dostl 1. Degree of involuntary
nble-Biim . . moveREnt ugificantly
Flacebo higm i (nﬂl;gh batlu-ﬂaanwmmh. No ptosis
Cnlt!'nlled seceiving 15 LDsg omits 2. Subjective paamsters | oamrplications
Trials gignificantly bettex than
cogrrols

Prior btcrature’ bas indisated that existing BOTOX® preparations require 20 LDy
units t ackicve favomble resulis for this indication. (Bovodic ef &l (1993) Botalimm Toxin
for sbemmit facial nerve regencration. Dosc Yesponse meiatiomships, Plastis oxd
Recorstructiva Surgery, (91)6: 1042-1045, 1993). Finthermore, there has boen a 20%
ﬁmidemaofpmds(adﬁuﬁmmliuﬁw)mmd‘wiﬁhmufmﬁ:m(wﬁnfw
involhmtary blopharospasm, based on a 100 patient stady on BOTOX® for the geatmont of
hlmhmmhdushgwmpamhbmm(mmhmhmvalmdyﬁm
Allergan Phanmaceuticals, 1998; incorporated herein by reference in its entirety). Comparing
the incidence of this complication fu the kigh-aTbuntin study thown above with the BOTOX®
oquivalency stedy (19/59, compared to 0/30, P<0.01, Chi Square), it appears that the high-
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albumin type A botulinum tozin compozition required fewer LDs mmits to achisve acoeptable

thempentic results (reducticn in effective xmovnt of wxin) mnd was associsted with Hofted
diffasion futo the orbit which frequemty results in ptosis. The decreased incidence of fhis
complication indicated sequestration of the effests of botulinmm toxin was enbansed by the

O ' EXAMPLES
mfoﬂawthmnﬂmmmminnmﬂnmhvwﬂmmdmwtm
be oomstrucd as limiting its scope in sy way. '

Expumplc): Treatment of hlepharosppsm,

The sybject s & 52-year-oM female with severe bileteral involuntary blepharospasm.
employment. BOTOX® was administered by mjection on five separate oocasicns without
producing any significant clinical improvemsnt. Surgery was performed to remove a portion
of fke protociors of eyeld dosure (orbicularia oculii). No lastipg improvement was
observed.

The allwmtin content of the BOTOX® was altered by adding 5,000 pg nnman serum
albumin o a vial of BOTOX® (100 LD units). The resulting composition has s allmnin
O concentration of 2,750 pg/ce (0.018 LDsy/up albhomin).  Adminisiration of 60 I.Dy wnite of

ﬂuhiglralbmﬁnmuaﬁanmdamaﬂymmﬂmmmﬂwofm The high-
albumin ogncentration was clincally effective even when used in subsequent administrations .
(4 mjection cycles) for ovet two years.

The mbjuctis 2 62-year-old male w.ith‘n hilmofbﬂﬂwnl hearifacial qnﬂm.
Botulinum-toxin therapy using BOTOX® bad been ineffoctive, Tha spasus impsired his day
to day sbility o fimotion. Decompressian of a frcial narve was atwmpted wugically on two
scparste occasions. Both superies proved ineffective In stiaining acceptable relief of
fnvolmtary facial spasms and produced deafess in ane ear.

The albamin content of the BOTOX® was increased by adding homan seram altumin
sufficient to achicve a comcentration of 5230 pg/ec (0.00952 LDsypg allwmin),

16
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Administration of,30 LDy units of the high-albwmgin preparstion proved highly effective and
substantially relisved the clinical aympitms.

R

The subjest i a 66-year-old man with right hemifacial spesm. Although be was
successfully treated with BOTOX® for 11 years, resistance developed that renderad further
injections fneffoctive. Resi . ng, using & temot point inject

demaonstrated” an abwemse of circulating antibody. A trial of another botolinmm toxin

mmmosm.mmwnzummmm

The afbumin content of BOTOX? was inoreased by adding hmman serum albumin
mMNMwawmﬁmmm(0W2Wmm}
Amumﬂwmmmdmhgh-mmmmmm
subatantially relieved the climcal symptoms.

The sabject is & T2-year-old umiversity president who wes disgnosed with bewign
essential blepharospastn. Four prior injections of the standard BOTOX® preparstion fufled to
achieve ary sigtificant improvement. Tiwrubjectwurcfeuedﬁorpm&lcmnpcalmva]
d’m&damdmmweahnmusclwwfmmﬁdclm Instead, a high-albuntin
preparation of botulirmm toxin was administered to the nneal injections aites that are specific
for benign casential bicpharospasm: The high-abmmin prepamtion was produced by adding
12,250 pg/cc (0.004 I.Dso/ug albumin). Administration of 60 LDs, units of the high-albain
preparation achisved exoclient resulty when the sdministration of the conventional BOTOX®
formulation had failed. Tihree months after the initial admimistration of the high-alwmin
bomnlinum toxin prepemtion, 40 LDs units of a high-albmmin prepamtion comprising 25,0600
peg albumin per 100 LDy units (0.602 I.DdugaIbmnn)wmadnmuMuﬂmdpndnced
greater than 80% rebef of the clarical sympioms of blapharospesm.

Exa - tment of I B

The subject is 3 67-year-old fmale with blepherospasm that wea ot sespensive to
BOTOX® injections, Surgical removal of perve and muacle failed to provide any refief from
irvoluntary eyelid closures. :

17

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

2




Wuiv
UQ/ LUF LUUD LDIVD FAA LUL gud F200 miLDANR ANLLY ( /,/,

1

WO 20047060384 N PCT/IB2003/006145 ’]/ T

Albumin wes added to & cozventiopsl BOTOX® prepamation & produce.a high-
albomin preparation of botulimsm toxin with a conceotrtion of 50,250 pg albumin/ce (0.001
'Y Dyo/pig alburmin. Injection of 50 wnits the high-sibamin prepaation produced a greater than
50% rodnetion of Fymptoms.

O - mwmnwwmmwmmmmmw
botulimum iy injestions. Comventional formulations of botnlimm toxin type B were
injected without rebief of blepharospasm, ' '

Humman sejum albuzmin and 0.5 oz Healon® (hyaluronstr) were both sdded to a 100
LDy units af hotulinum toxin type A (BOTOX®). The high-albumin preparstion prodnced
comtained 25,500 pg albunyin per 100 LDy, wxits (0.005 LDso/pug albomin). Administrtion
of 60 LD s, units reducod the cligicalty-obsarved involvntary-eyelid contractions.

The subject wes & 6f-yemr-old female with essential blepharospasm. Repeated
freamment with BOTOX® (type A), using a range between 40 to 300 LDy unity, produced no
therapeutic benefit.  Botulinum toxin type B (MYOBLOC?) was admtnistered at a dose of
10,000 LDsy unmits within the perlocular region and alzo failed in prodnce amy relief,
O Bilsteral-facisl neroctomy ako fuiled to produce afly substantial relief of sympioma.

| Aﬂwmﬁcﬂmmmmm_ﬁmq&ﬁqé@mmﬂy

Humen gatum albuntin was sdded to a 100 LDy units of botghemm taxin type A
(BOTOX®). Ths high-albumin preparation produced cantnined 12,750 jig albuin per 100
1Dy, umits (0.00196 LDsy/ptg albumin). Administration of 50 LDso units predused subetential
relicf of symptoms for & period of three to four months, when other fornmlations and sugical
approeches had fajled.

‘ The subject is an 83-yea-0ld male with severe chromic blepharospasm. The subject
hddcmlmﬂpbdgaﬁﬁndmd&eﬁetaﬂur&pwﬂmmyhhwm ’
of catventional batnlinim toxin fommulations. The emergence of ptosis comphicated e

s e
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. mdﬁ:nﬂajeetbquuirh:glm'domofbumﬁmmm The lower dosing
proved Jess cffective.

The patient received an a high-albumin formulation of botubimm toxin that was
produced by mixivg 25,000 kg lmm#n serum albumin 100 LDx units of BOTOX®. The
high-albnmmin preparation contsined 12,750 g albumin per oc (0.004 LDgy/jtg albumin).
Using the high-albumin preparation, 60-70 LDsp units were administered with excollent
clinical results and 1o evidence of ptosis after the therapy. The enhanced sequestration of

mu@ammmﬁbmnmmmwmmﬁmmm '

' the muscles within the eye socket.

The subject is a 67-year-old wonsn with escentia) blepharospaam, The subject
underwent trestnart with conventional forgmlations of botulinum toxin without relief In
sddition, these treatmemis produced posis,

A high-albumin botlinum tuxin composition (20,000 pg alsmin per co; 0.0025 LDy
BOTOX%/ug albvmin) wes administered to the subject with » resultant chinical mmprovement
of the blepharospasm and no diffusion-related side effacts (ptosis).

Table 4; Comparison of albiomin concentrations used in Exnmplos 1-9 with other

formulatiops,
Alhamin Albumin BOTOX® | DYSPORT® | MYOBLOC?
Example | Concentration | Preparation | (LDg/ug ° LDaopp (LDsp/ptg
{upiec) (LDs/pg | albuminfee) | albwmin/ec) | albumin/ec)
albuimin/ec) .

1 2,750 0.0180 _0.2 ) 10

p) 5250 0.0095 02 5 10

3 5250 0.0095 02 5 10

4 12,500 0.0040 02 5 10
25,000 0.0020

5 50,250 0.0001 02 5 10

6* 10,200 0.0050 02 -1 10
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7 000 | 0.000 02 5 o
3 2300 | 00040 02 5 10
9 | 20000 | 0.0025 02 5 10

I Dw/mg albumin/ee for BOTOXY, DY SPOKTY, MYO! given for tirect comperison

After quamtitsting the biologic cffert by diution of purifisd botulinum toxin, a
quantity of albamin is added $o the lyuphilized material in a quantity. sufficient to cxoced S0
mg per 100 LDsy. The incmeased altumin binds © bowlinum toxin and enlamoss
sequegtration of the injected meurotoxin providing for better gaturation of Dewrvtoxin
Tooeptors and improves climical effoct :

After quantitsiing the biologlo offect by difution of prificd botulimm toxin, 2
quantity of afbugai is added to the yophilized material in o qumtity sufficient to excoed $60
ug per 100 LD units. Additionally, snother sequestration agest, which further eohinces

. tequestation, j5 added to kesp the bolulitum newotorm from diffnsing away from the

itgections zite. Such a sequestration agent inclodes but is not Inmited 1o a &hutsd solation of

'sodium hyshaonats. The increased albamin non-covalently binds to botakinum toxin and an

echances the sequestation of the newotoxin providing betier saturation of nemotoxm
receptors and, consequently, an improved climical effect.

comprising colfgen.

After quentifymg the denervating effect of a botulimem netrotoxin by dilotion of
purified botulinum ioxin, albumin is mixed with the tyophilized botnkmum nerotaxin i &
quantity sufSisient fo exceed 500 pg abumin por 100 LDy, units, Additiopally, another
physical agent, which further enhances sequestration, is added to keep botulingm nenrotnxin
from diffusing away from the injectiona fickl. Such an agent would be B dilvted mixture of
animal or humsn collapen, The increased albumin non-covalently binds to botalinem taxin
and ey enhances o the sequestration of the neyrotocn proving better satumation of peurotoxin
recepions and improved chinical effect.
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Bomhnumtmmpmdnwdasnfumpmmmﬂ:albmmﬂnebypmdm;m
aTbumin malecule that is covalently linked to a botulimum toxin. The fusion protein is tosted
using the rgouse LDsy bioassay to determine fhe effective smoant. The regional dencrvation
rabbit piosis bioassay and mouse hindlimb bicassay may be used to confimn the efiective
amount of & composition comprizing the fogion protein. A cHmical-doss-escaletion stedy

waﬂdmfu@ummmcdnﬂmnndwﬁmaﬁ’wﬁwmm
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10.

11

A composition compising botolinmm toxin and a sequestration apent, wherein the
sequestration spgent is present in an amount betwoen 550 apd 550,000 P sequesiration
apent per 100 1.Ds umits botulimum toxin,

The composition of claim 1, whexein the scquestration agent {8 prosent in an anonmt
between 550 and 5,500 g sequestration agent per 100 LDy units botulinmm toxim.

. 4 H -

The composition of el 1, wherein the sequestration agent is present in ap amoumt
between 5,500 and 13,000 pg zequestration apent par 100 LDy onits botnlioun toxin,
The composition af clajm l,m&w’wkmhmm
betweem 13,000 and 50,500 pg soquestation agent per 100 LDgy units botalioum
toxin.

The composition of claim 1, wheremn the sequestration agent is prefent in an smournt
between 50,500 and 505,000 pg requestration agent per 100 LDs woits botclinom
toxcin.

The composition of claim 1, winsinﬂ:esequmﬁmngumisﬁmu]nmdas
mmﬂmdmnmmmmmwmmmmmﬁwpgmm
agent per 100 LDg units botnlnmm woxim.

The compotition of cleim 1, whmatnihobomlmnmmhdmdﬁnmﬁmgrwp
consisting of: bomhnmntomtypesA,B,C,D E,FlndG

The composition of cleim 7, whemthebomﬂmmwmubmﬂmntmntypeA
ﬁomHnﬂmCIam-idﬁnbmdim

Thcomnpuﬁﬁmofchiml,whutinﬂnhomﬁnmmmm
Tight-chain botalingm toxin.

The compositem of clalm 1, whumﬂnbomlmmmncomimmmyof
fracthonated light chaim botulinem toxin.

The composhion of claim 1, wherein the botulimum toxin congists essentially of a
mixtare of hybrid and chain-translocated forras of bomufinum toodn.

P

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




UD/ LU/ £UUD 1D:1UL PAA

»

at

ZUL 092 {200 MmiLDANA  LTLEY

BWuLo

WO 2004960354 PCT/IB2003/006145

12.

13.

14,

15

16.

17.

18.

19.

20.

al1.

The composition of dlaim 1, wherchn fhe botulinum texin consists essentially of
chimeris fomms of botalinatn toxin.

The composition of claim 1, wherein the botnknmm toxin has » specific activity
greztrr than or equal to 20 LDy vats per nanogram botulinum toxin.

The composition of claim 1, wharein the ratio of LDgg mmits of botulimm toxin to pg
sequestration agent is less tham or equal to 0.2 for botalinmg toxin type A.

The componition of claim 1 Wherein the ratio of LDy tits of botalimen toxin to g

sequestration agent is less than or equal to 10 for botulinum txdn {ype B.

The compositton of claim 1 further comprising a pharmaceutically 2cceptable carier.
The composition of claim 1, wherein the bomlinam toxm is poncovalently bound to
the asequestrution agent ‘

The composition of clxim 1, wherein the botnlinum tpxin is covalently bovnd to the
sequestration apent

A composition of claim ] forther comprising 2ine or & zine salt.

The composition of ¢laim 1, wherein the sequestration agent is afbumin.

The compesitian of claim 1, wherein albunrin is present in an amount beiween 550
and 5,500 pg albmin per 100 LDsp untiy botulimtn toxm,

The composition of claim 1, wherein albumin is present in an xmount betwsen 5,500
s 13,000 pg atbumin per 100 LD, units botulinmn toxin. '

The compositica of claim l,whnlinafhmhism&:mmmbemm 13,000
and 50,500 pg albumin per 100 LDg units botnlimam toxin,

The compositian of claim 1, wherein afbumin is pregent in an amount between 50,500
and 505,000 pg albumin per 100 LDsy; mmits bomtimmm toxin.
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26.

27,

il

33.

36.

a7.

38,

. The compositon of claim ], wherein albumin. is formmkated .85 encapeulated

mmnspbweshmmmbetwmnsosoo-ndgﬂ,mugalbmwlmm
uniis botnlinom toxin.

b

The somposition of claim 1, wherein fie albwmin is formolsted a6 2 ealid elbumin

paaticle.
The composition of clam 1, wherein the allumin if recombinanily prodeced.

The composition of claim 20 further comprisng coe or more additional sequestration
ngrts, '

The compositiem of claim 1, wherein the sequestratiom apemt is selected fiom the
group consisting of: proteins, Hpids 2pd carbohydrates,

The composition of claim 29, wherein the seqoestration agent is collagen.
The composition of claim 29, wherein the sequestration agent i hyaluronae,
mmﬂmofmm,mmmmmhm

A method of localized degervatim @ a subject in weed fheveof, comywising
adroinistering en affective amount of the composition of claim 1.

The method of clahm 33, wherein fhe subjest suffers frum 2 nowrvausculr disease
agzociated with increased mmscle wne or involuntery movenent

The method of claim 34, wherein the penromuscular diseass expociated with increased

‘muscle tone with mvoluntsry movement it blepbarospasm or teaticollis.

The method ofohhnas,whmhmenemmulndimwaWﬂﬂaM
omscle tone with involomtary movement is biepharospasm. )

m:meﬂmduf:hhn%,wmthcmcﬁvemmishﬁmlmtngm

The method of claim 35 wmmmwmﬂmm
mnsclatonnwrﬂ:mvolumarymommﬂamtwﬂm. -
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39.  The method of claim 38, wherein the affeotive smount is betweoen 10 amd 3000 LD

P 41,

42,

43.

43.

47,

43

49.

units,

A method of treating a condition selected from the growp consisting of facial wrinkles,
rthytides and cormetic alteration of lip and brow, in a mubject m noed thereof,
comprizing admimstering an ¢ffective ammount of the composition of elaim 1.

The method of claim 40, wherein the effeetive amount is between 2.5 and 400 LDy
umite : -
A method of treating buman headache diworders i & subject in mesd theveof,
comprising administering an effective amount of the composition of claim 1.

The method of claim 42, wherein the efibctive amount is betwean § nd 1,000 LDss
units.

A method of treating buman migraine hesdache dmorders in & subject in need thereof,
oumprising sdmiristering an effective smount of the camposition of claim 1.

The methed of claim 44, wherein the effective amount is between 5 spd 1,000 LDy
units.

A wetind of teating buman inflmmatary conditions £ n subject in peed thereof,
comprising administermg an effeotive amount of the comporition of claim 1.

The method of claim 46, wicrein the effective amount is betweeh 5 znd 4,000 LDy,
units.

A method of weating myopafinc or nenropmthic pain in a sobject m noed thereof,
comyprising admimistering an effiactive amount of the composition of ¢laim 1.

The method of claim 48, wherein the effective amonnt is between 5 and 4,000 LDgy
wite.

A method of treating back pain or afimitic pain in a subject in need thereof,
comprising administering an effective amount of the conposition of claim 1.
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51.  ‘The method of clsim 50, wherein the effoctive amount is between 5 and 4,000 LD

wmita.

A method of treating gastrointestina) spasm and strictures i a snljject in noed fhereof,
oomprising administering an effeotive amount of the composition of olaim 1.

The method of olaim 52, wherein the cffective amount is between 5-and 4,000 LDy
vnits.

Amuhndoftumgahy;puimwmsyndromainnsuhjwtinmdﬂmed'

Gmﬂﬁhgadmﬁﬂmafﬁzmﬁmnfdam 1

The method of clamm 54, whnrcmﬂneﬂ'enﬁvemomthtMSmdﬂmﬂLDs
umits,

A method of prodocing the campositien of claim 1, eomprising mixing albemin to
botnlipem tdn in 8 weight to weight mtio which exceeds 100 pg albumin to 1 ng of
botolinim foxin,

A method of producing the composition of claim 1, comprising freeze diying or flash
drying a mixture of a botulimm toxin and albumin in 8 weight to weight ratio of 100
g albrmin to 1 ng of botulipnm toxim,

Amedmdofmudm&omodﬁmdchhnl.wmpﬁshalwphﬂﬁnganﬁxhne
ufabohlhmmtnmmddhmhawugblmwmghtmboﬁflwpgtol ng of

botulinam toxin.
}I a-

A composition compriging botulimum taxig and a saqtmtlm agent, wherern the
mﬁmmuwmmmmswmmmumm
agent per 100 LDgy units botnlimwm tosdn.

The compashion of claim 59, wherein the albwmin is fornmlated as & solid albamio
pm'da L
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€2 pevmal and mssocisted Huns, 35 comparcd with gvaileble formulations of botnlinem toxins, and tereby prodacs & beneficial clircal
effect. The ceqastration agents of the present invention indude proteins, Hipids and carbobydraies. A prefezred composition of tho
present invention comprises 3 bomlinam xip and an albamin The preacst invention also provides metods of Teating nerromus-
cular disezss and pain wsing the disckosed compositions and methads of makiag the discleted compasitions.
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA BAJO EL TRATADO DE
COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oflcina Internacional

(43} Fecha de Publicacién Internacional

22 Julio 2004 (22.07.2004) PCT

{10) No. de Publicaclén Intemaclonal

WO 2004/060384 A2

(51) Ctasificacién Intemacional de Patente’:
AB61K38/00
(21) Nimero de Solicitud Intemacional;

PCT/IB2003/006145
(22) Fecha de Radicacion Intemacional:
22 Diciembre 2003 (22.12.2003)
{29) Idioma de Radicacion: Inglés

(26) ldioma de Publicacion: Inglés

(30) Datos de Prioridad:

60/435,501 20 Diciembre 2002 (20.12.2002)

us '

(71) Solicitante: Botulinum Toxin Research
Associates, INC. [US/US]; 1261 Furnace Brook
Parkway, Quincy, MA 02169 (US).

(72} Inventor: BORODIC, Gary, E.; 90 Kennington
Road, Canton, MA 02021 (US).

(74} Agente: STOLE, Einar; Milbank, Tweed, Hadley &
Mc-cloy LLP, International Square Building, 1825
Eye Street, N.W., Suite 1100, Washington, DC
20005 (US).

{81} Estados Designados (naclonal): AE, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH,
CN, CO, CR.. CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE,
EG, €5, FI, GB, GD, GE, GH, GM. HR, HU, 1D,
IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR,
LS, LT, LU, LB, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,
MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RC, RU,
8C, 8D, 8E, SG, SK, SL, 8Y, TJ, TM, TN, TR,
TT,TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA AM, ZW.

(84) Estados Designados (regional):

Patente ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ,
SD, 8, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW), Patente
Euroasiatica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), Patente Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, [E, IT, LU,
MC, NL, PT, RO, SE, S, SK, TR} Patente OAPI
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML,
MR, NE, SN, TD, TG)

Declaraciones bajo la regla 4.17:

camo autorizea el soficitante para aplicar y ser
concedida una patente (Regla 4.17 (i)} para las
siguientes designaciones AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN,
CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG,
ES, FiI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN,
1S, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT,
LU, LV, MA, MD, MG, MK, ML, MW, MX, MZ, NI,
NO, N2, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, 8D,
SE, 8G, SK, SL, SY, TL, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM ZW, Patents
ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL,
52, TC, UG, ZM, ZW). Patente Euroasistica (AM,
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU TJ, TM) Patente
Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, ML, PT,
RO, SE, Sl SK, TR) Patente OAPI (BF, BJ, CF,
CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,
D, TG}

Como autoriza el solicitante para reivindicar la
pricridad de s solicitud mas reciente (Regla 4.17
{iif})) para las siguientes designaciones: AE, AG,
AL, AM, AT, AU, AZ, DA, DB, BG, BR. BY, BZ,
CA, CH, CM, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ,
EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR,
HU, 1D, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC,

LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN,

MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, CM, PG, PH, PL, PT,

- RO, RU, 5C, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, T™M,

TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VYN, YU, ZA,
ZM, ZW. Patente ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS,
MW, M2, 5D, SL, 8Z, T2, UG, ZM ZW) Patente
Euroasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), Patente Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU,
MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, TR) Patente OAP!
(BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GW, GW, ML,
MR, NE, SN, TD, TG).

Publicado:
+ Sin informe de bisqueda internacional y se
republica sobre el recibo de este informe.

Para los cédigos de 2 letras y otras abreviaturas,
refiérase a "Guias de Notas de Cddigos y
Abreviaturas” que aparece al principio de cada
entrega regular de la gaceta PCT.

(54) Titulo: COMPOSICIONES FARMACEUTICAS MEJORADAS DE TOXINA BOTULINICA

{57)Resumen: La toxina botulinica, un veneno sistémico bien conocido, produce efectos terapéuticos
favorables en virtud de que se une regionalmente a nervios en la union mioneural y posiblemente a otros
tejidos en una regién blanco de un tejido particular. La presente invencién proporciona composiciones de
toxina botulinica y un agente secuestrante que aumenta el secuestro y entrega de la toxina botulinica a los
tejidos neurales y asociados, cuando se compara con las formulaciones disponibles de toxinas botulinicas, y
por lo tanto produce un efecto clinico benéfico. Los agentes secuestrantes de la presente invencion incluyen
protelnas, Ilpidos y carbohidratos. Una composicion preferida de la presente invencién comprends una toxina
Botulinica y una albimina. La presente invenclén también proporciona métodos de tratamiento de
enfermedades neuromusculares y dolor usando las compasiciones divulgadas y los métodos de hacsr las

compaosiciones divulgadas.
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(iii}) para las siguientes dasignacionas: AE, AG,
AL, AM, AT, AU, AZ, DA, DB, BG, BR. BY, BZ,
CA, CH, CM, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ,
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ZM, ZW. Patente ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS,
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TM), Patente Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
DE, DK, EE, ES, FiI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU,
MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, TR) Patente OAPI
(BF, BJ, CF, CG, Cif, CM, GA, GN, GW, GW, ML,
MR, NE, SN, TD, TG).

Pubiicado:

« Con informe de bisqueda internacional.

e Antes del fimite de tiempo de expiracion para
enmisnda de las reivindicaciones y para ser
republicado en el caso de recepcion de las
enmiendas

(88) Fecha de Publicacién del informe de
basqueda internacional 7 de Octubre de 2004

Para los cddigos de 2 letras y otras abreviaturas,
refierase a “Guias de Notas de Cddigos y
Abreviaturas™ que aparece al principlo de cada
entrega regular de la gaceta PCT.

(54)Tltulo: COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE TOXINA BOTULINICA

{57)Resumen: La Toxina Botulinica, como bien se conoce es un veneno sistémico, produce efectos
terapéuticos favorables en virtud de que se une regionalmente a nervios en la unién mioneural y posiblemente
a otros tejidos en una regi6n blanco de un tejido particular. L.a presente invencién proporciona composiciones
de toxina Botulinica como un agente secuestrante que aumenta el secuestro y entrega de la toxina Botulinica
a los tejidos neurales y asociados, cuando se compara cen las formulaciones disponibles de toxinas
botulinicas, y por lo tanto produce un efecto clinico benéfico. Los agentes secuestrantes de la presente
invencién incluyen proteinas, lipidos y carbohidratos. Una composicién preferida de la presente invencién
comprende una toxina Botulinica y una albumina. La presente invencién también proporciona métodos de

tratamiento de enfermedades neuromusculares y dolor usando las composiciones divulgadas y los métodos
de hacer las composiciones divulgadas.
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS MEJORADAS DE TOXINA BOTULINICA

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional U.S. Serial

No. 60/435, 901 que se radico en Diciembre 20 de 2002.

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a composiciones farmacéuticas mejoradas que
comprenden la neurotoxina botulinica y un agente secuestrante. La invencion
ademas proporciona composiciones farmacéuticas y meétodos para el tratamiento

de una variedad de enfermedades neuromusculares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La neurotoxina botulinica, una toxina aislada de una cepa de Clostridium
botulinum, una toxina mortal en concentraciones y cantidades altas, ha sido
utilizada como un terapeutico valioso para el tratamiento de muchas
enfermedades neuromusculares (e.g., distonia, espasmo hemifacial, bruxismo,
espasticidad, paralisis cerebral, torticolis), asi como también desordenes
sensoriales y desordenes cutaneos (dolor miofacial, migrafia, cefalea tensional,

neuropatia, hiperhidrosis).

Antes de ésta invencion, nunca se habia identificado como importante para
la efectividad clinica de los farmacéuticos a base de la toxina botullnica, fa unién in
vivo de la albumina a la toxina botulinica. Mediante el mejoramiento del secuestro
regional de la neurotoxina y facilitando la saturacion de los receptores de la
neurotoxina en los tejidos neuronales, las formulaciones con albdmina en alta
concentracion , mejoran la efectividad clinica de la toxina botulinica y reducen los

efectos colaterales tales como aquellos que resultan por la difusion de la toxina
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botulinica desde el sitio de administracion. No se habia sugerido antes, que
alterando la formulacién de la toxina botulinica mediante el incremento de su
concentracion relativa a la neurotoxina se podria mejorar la efectividad para el
tratamiento de enfermedades humanas. Las preparaciones de toxina botulinica
que existen disponibles corrientemente para la practica clinica son BOTOX®,
DYSPORT®, MYOBLOC®. La presente invenciéon identifica el mecanismo y
proporciona composiciones de utilidad mejorada de farmacéuticos a base de
toxina botulinica, mediante el incremento de la concentracidbn de un agente
secuestrante y otros agentes aglutinantes para mejorar el secuestro y mejorar la
efectividad donde han fallado otras preparaciones disponibles de la toxina

botulinica.

En afios recientes, Borodic et al., han caracterizado el efecto regional de la
toxina botulinica utilizando fibras musculares morfométricas, coloracion con
colinestearasa, y arrugamiento cutaneo de las _depresiones del tono del mlsculo
facial. (Borodic (1992) Botulinum A toxin for (expressionistic) ptosis overcorrection
alter frontales sling. Ophtaimic Plastic and Reconstructive Surg. 8 (2): 137-142;

incorporada aqui en su totalidad por referencia).

Desde su introduccion como un agente terapéutico, la medida farmacéutica
de la denervacioén o actividad biologica de la toxina botulinica ha sido la unidad
LDso utilizando un ratdon  Swiss Webster de 18-22 gramos, cuantificada
estadisticamente por inyeccion en cohortes de ratones en diferentes diluciones de
la proteina neurotoxina botulinica purificada y sus complejos de proteina. Esta
medida tiene la ventaja de simplicidad, de una determinacion clara del punto final
(raton vivo o muerto), sin embargo la unidad LDsg no predice el comportamiento
clinico de varias formulaciones de toxina botulinica cuando se compara en
estudios clinicos. Por ejemplo, una preparacion de toxina botulinica Tipo B
(MYOBLOC®) requiere de 5,000 — 15,000 unidades LDsg para tratar la torticolis,

mientras que ofra preparacién de toxina botulinica Tipo A (BOTO)(@) requiere
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solamente de 100-300 unidades LDs. Similarmente la unidad LDsp ha fallado para
distinguir ias diferencias en el comportamiento terapéutico de distintas fuentes del
mismo inmunotipo de toxina botulinica. Por ejemplo, se requieren
aproximadamente de 50 - 300 unidades de BOTOX® para tratar el
blefaroespasmo y la distonia cervical comparado con 200 — 1200 unidades de
DYSPORT?®, otra preparacidén de toxina botulinica Tipo A. La Tabla 1 ilustra la

variacion de las dosis para diferentes enfermedades.

Tabla 1: Comparacion de la dosis entre varias formulaciones farmacéuticas

de toxina botulinica.

| Formulacién | Blefaroespasmo Esencial Torticolis
BOTOX® 50 U’ 200 U
DYSPOR 200 U 600 - 1,200 U
MYOBLOC® 3,000 -5,000 U 10,000 — 15,000 U

! Unidades (U): son unidades LDs, determinadas utilizando ratones Swiss Webster de 20-30
gramos, como aqui se describe.

A. Complicaciones Asociadas con las Formulaciones Convencionales

de Toxina botulinica.

Mas alla de los requerimientos de dosis efectiva, se han sefialado
diferencias sustanciales en la tasa de complicacion en las cantidades terapéuticas
de diferentes preparaciones botulinicas. Los efectos colaterales tales como
aquellos que resultan de la difusién de la toxina botulinica desde el sitio de
administracion parecen ser dependientes de la formulacion de la toxina botulinica.
Por ejemplo, las tasas de disfagia (dificultada al tragar) son una complicacion bien
conocida en la administracion de toxina botulinica cuando se utiliza para el
tratamiento de distonla cervical. (Borodic et al., (1990) Botulinum A Toxin for the
treatment of spasmodic torticollis. Dysphagia and regional Toxin Spread. Head &
Neck, 12: 392-398; incorporada aqul en su totalidad por referencia). Las

diferencias en la tasa de ésta complicacion entre las formulaciones se han

s
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apreciado bien al revisar la literatura entre 1984-1995. Ademas se han reportado
diferencias en la tasa de ptosis cuando se comparan varios inmunotipos y
diferentes preparaciones del mismo inmunotipo (ver Tabla 1). Ha llegado a ser
bien aceptado que ésta complicacidn es el resultado de la difusion de la toxina
botulinica afuera de los sitios de inyeccion, una propiedad que esta en conflicto
con €l objetivo clinico de contener la denervacion o efecto biolégico a una region

blanco especifica.

Tabla 2: Complicaciones relacionadas con [a difusién entre varias

formulaciones farmacéuticas de la toxina botulinica

Complicacion | BOTOX® | DYSPORT®” | MYOBLOC™ |

Ptosis’ < 2% 12-15% 30-40%

Disfagia < 2% 14-21% 10-17%

! Nussgen et al., (1997) Comparison of two botulinum-toxin preparations in the treatment of

essential blepharospasm. Graefes Arch. Clin. Exp. Ophthalmo! 235(4): 197-199

? Phase 3 Studies 1998-1989 for oculinum Meta-analysis of clinical studies on Dysphagia and
Bothulinum 1995 at NIH (Borodic).

® Lew et al,, {1997) Botulinum toxin type B: a double-blind, placebo-controlled, safety and efficacy
study in cervical dystonia. Neurology 49(3): 701-707.

En 1981, Borodic et al., demostraron un modelo histologico que demuestra
un gradiente de difusion histoquimica y morfolégica a partir del punto de las
inyecciones de toxina botulinica. (Borodic et al., (1991) Botulinum toxin. Clinical
and scientific aspects. Ophthalmology Clinics of North America 4. 491-503;
incorporado aqui en su totalidad por referencia). Ademas se demostré que el
gradiente depende la dosis sobre bandas Unicas de misculo y es capaz de cruzar
los planos faciales. Ademas se demostrd el modelo de difusién en un patrén de
arrugas faciales de la frente humana. (Borodic et al., (1992) Botulinum toxin for
torticollis spasmodic, multiple vs. Single point injections per muscle. Head and
Neck 14: 33-37). Posteriormente la difusion se utilizé para explicar el mecanismo
de la disfagia después de las inyecciones superficiales de la inyeccion botulinica

para el cuello humano y la ptosis (complicacién de parpado caido) después de las

A
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inyecciones peri-oculares para el tratamiento del blefaroespasmo esencial. La
ptosis resulta de la difusién de la actividad de bloqueo neuro-muscular desde el
borde de! parpado a la porcién muscular del retractor del parpado superior, el cual
descansa en el espacio orbital superior. La disfagia resulta de la difusion del efecto
de debilitamiento neuro-muscular desde el misculo esternomastoideo, blanco en
el tratamiento de torticolis, hasta la musculatura peri-faringea la cual genera la
fuerza para el tragado efectivo. A partir de ambos modelos histologicos y la
experiencia clinica, la difusion parece estar directamente relacionada con la
cantidad de toxina dada en las unidades LDsg, es decir, a mayores unidades de

dosis LDsg utilizadas, mayor difusion desde el punto de inyeccién. Segin el

resumen de la literatura de los afios 1980 y 1990, la disfagia es mas comuin con el

uso de DYSPORT® que con el usoc de BOTOX® en dosis efectivas.
Recientemente, a partir de estudios hechos por centros europeos, han sido
confirmadas las diferencias en las tasas de disfagia (Ranoux et al, (2002)
Respective Potencies of DYSPORT® and BOTOX®: a double bind, randomized,
crossover study in cervical dystonia. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 72: 459 -
462). También se han observado diferencias en las tasas de ptosis en el
tratamiento del blefaroespasmo comparando BOTOX® con DYSPORT® con
BOTOX® que demuestran menos incidencia comun de ésta complicacion
(Nussgens et al,, (1997) Comparison of two botulinum-toxin preparations in the
treatment of essential Blepharospam. Graefes Arch. Clin. Exp. Ophthaimol. 235(4):
197-199). Las principales diferencias en la complicacibn  ptosis han sido
reportadas cuando se utiliza toxina botulinica Tipo B para el tratamiento de las
arrugas del entrecejo y la frente, comparada con la botulinica Tipo A (BOTOX®).
(Holck et al., Comparison of High Dose Botulinum Toxin Type B to Botulinum Type
A in the Treatment of Lateral Canthal Rhytides American Society of Ophthalmic

Piastic and Reconstructive Surgeons Annual Meeting, Anaheim, CA 11-14-03).
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B. Secuestro.

La albumina se utilizo inicialmente para formular farmacéuticos a base de
toxina botulinica a causa de su efecto estabilizante sobre la actividad biologica de
la neurotoxina en diluciones aitas (ver, Schantz, Botulinum Toxin Therapy, Marcel
Dekker 1994). La dilucion de los cristales de la toxina botulinica purificada con
solucion salina fisioldégica o agua causaria la pérdida de la actividad biologica y las
propiedades farmacolégicas en diluciones altas. Adicionalmente, se ha reportado
que la albGmina ayuda a mantener la molécula de neurotoxina unida a los
contenedores de vidrio. Durante el desarrollo pre-clinico del BOTOX® o cualquier
otra toxina botulinica preparada para uso farmacéutico, no se aprecid ninguna otra
importancia de la albumina diferente de ser un estabilizador de la diluéién y un

excipiente para mantener la nurotoxina unida al vidrio.

E! BOTOX® y el DYSPORT® son derivados de diferentes cepas de especies
Clostridicas. El BOTOX® se deriva de la cepa Hall de Clostridium botulinum
mantenida originalmente por la universidad de Wisconsin, mientras que el
DYSPORT® se deriva de la Coleccion de Microbiologia britanica. Existe
reactividad inmunoldgica cruzada entre los productos puesto que ambos productos
se derivan de las cepas del inmunotipo A. A pesar de los inmunotipos similares,
las respuestas clinicas entre el BOTOX® y el DYSPORT® se pueden explicar
mediante las diferencias en los excipientes utilizados en cada formulacién. La
diferencia en las concentraciones de albimina sérica humana entre el BOTOX® y

el DYSPORT® se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Contenido de albamina sérica humana de varias formulaciones

farmacéuticas de toxina botulinica.

Formulacién | Albamina’ | LDso/ug de albimina

BOTOX® 500 ug 0.2

DYSPOR 125 ug 5.0

15
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'La albumina se representa en mg por 100 unidades LDs, de toxina botulinica. Existen otras
diferencias que incluyen la presencia de azlcares estabilizantes, la lactosa se usa en el
DYSPORT® y no se usa en el BOTOX".

En multiples estudios clinicos, la discrepancia en la albumina entre el BOTOX®
y el DYSPORT® es casi idéntica a la diferencia en los requerimientos de dosis
observados entre el BOTOX® y el DYSPORT®. La correlacion entre la relacién de
albumina/potencia clinica se refuerza ademas por cambios en las propiedades
farmacologicas del DYSPORT® cuando la albamina se adiciona a los viales
utilizando un modelo animal de hemi-diafragma de ratén. Wohlfahrt et al. Notaron

que utilizando este modelo que adiciona la albumina a uno de los viales de

DYSPORT® se alcanzaba una actividad biolégica méas alta que utilizando el’

modelo de hemi-diafragma de raton. (Biglalke et al, (2001) Botulinum A toxin:
DYSPORT® improvement of biolgical availability. Exp. Neurol. 168(1): 162-170).
Los autores sugieren que ei'incremento en la actividad biol6gica resulta del
incremento en la estabilidad, segin se midid con el bio-ensayo LDsy en ratén
producido por el incremento en la concentracion de albumina.(Biglaike et al.,
(2001) Botufinum A toxin: DYSPORT® improvement of biolgical availability. Exp.
Neurol. 168(1). 162-170). Los autores explicaron las diferencias de la albimina en
el bio-ensayo LDsp sin referencia al mecanismo de accién en los tejidos o la
importancia farmacolégica-farmacocinética, es decir, la unién de la albimina in
vivo, el secuestro mejorado y el mejoramiento en los efectos terapéuticos.
Ademas, los mismos autores observaron en una preparacion de diafragma de rata,
que la adicién de albamina a la preparacién de BOTOX® no podria incrementar
sustancialmente los efectos de denervacion regional y no apoyaria ningin cambio
en la formulacion. Los hallazgos de estos investigadores concluyeron que hubo un
efecto de la concentracion de albumina sobre las medidas LDsg, sin embargo ese
trabajo no demuestra ningin incremento en la potencia del BOTOX® en la
denervacion regional o que el DYSPORT® pudiera ser mejorado para dar cualquier
potencia de denervacion mayor sobre el BOTOX® Ese trabajo se limité por la

naturaleza in vitro de sus experimentos, es decir, que utilizé una diseccidon de
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animal no perfundido con sangre de un nervio motor (nervio frénico) y musculo de
diafragma, el cual falla al tener en cuenta las diluciones y el flujo del fluido tisular
capaz de lavar la toxina inyectada desde el tejido blanco antes de la unidn con los
receptores terminales del axén del nervio. El tiempo real de aplicacion requiere en
un analisis in vivo de los efectos de la albimina sobre la denervacion regional
como se resume en los siguientes experimentos. Ese trabajo identificd razones
para las diferencias en las LDsy medidas por el ensayo de letalidad en ratones. La
conclusion fue que no mejord la potencia o efectividad que podria hacerse sobre
ta preparacion de BOTOX® existente y es directamente contraria a la conclusion

aqui derivada. (Hanover Germany Intemational Botulinum Toxin Meeting 2002).

Las diferencias en potencia, emisiones que se relacionan con la difusion y la
contencién del efecto biolégico, son importantes en la farmacologia de los
farmacéuticos a base de botulinum. Aqui se describe un método para alterar las
composiciones de farmacéuticos a base de botulinum para mejorar la potencia,
incrementar el secuestro de la toxina botulinica y limitar los efectos adversos de

los farmacéuticos a base de botulinum.

RESUMEN DE LA INVENCION.

La presente invencion proporciona una composicion que comprende toxina
botulinica y un agente secuestrante para uso en el tratamiento de varias
enfermedades neuromusculares y denervacion localizada. En una incorporacion,
el agente secuestrante esta presente en una cantidad entre 550 y 550,000 ug de
agente secuestrante por 100 unidades LDsy de toxina botulinica. En otra
incorporacién, el agente secuestrante esta presente‘en una cantidad entre 550 y
5,500 yg de agente secuestrante por 100 unidades LDsy de toxina botulinica.
Ademas en otra incorporacién el agente secuestrante estd presente en una
cantidad entre 5,500 y 13,000 yg de agente secuestrante por 100 unidades LDsq

de toxina botulinica. En una incorporacion preferida, el agente secuestrante esta

A
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presente en una cantidad entre 13,000 y 50,500 xg de agente secuestrante por
100 unidades LDsp de toxina botulinica. En una incorporacion mas preferida, el
agente secuestrante esta presente en una cantidad entre 50,500 505.000 ug de
agente secuestrante por 100 unidades LDsy de toxina botulinica. En la
incorporacion mas preferida el agente secuestrante esta formulado como micro-
esferas encapsuladas en una cantidad entre 50,500 y 90,500 ug de agente

secuestrante por 100 unidades LDsy de toxina botulinica.

En otra incorporacion, la presente invencion proporciona una composicion que
comprende toxina botulinica y un agente secuestrante en donde el agente
secuestrante esta presente en una cantidad entre 550 y 90,500 yg de agente
secuestrante por 100 unidades LLDsp de toxina botulinica, en donde la albiumina se

puede formular como particulas de albamina sélida.

La toxina botulinica de las composiciones presentes se pueden seleccionar de
una variedad de cepas de Clostridium botulinum. En una incorporacién preferida,
la composicion de la presente invencidon comprende una toxina botulinica
seleccionada del grupo que consiste de toxina botulinica tipos A, B, C,D, E, F, y
G. En una incorporacion preferida, la toxina botulinica es toxina botulinica tipo A.
En una incorporacion mas preferida, la toxina botulinica es toxina botulinica tipo A

de la cepa Hall de Clostridium botulinum.

En otra incorporacion, las composiciones de la presente invencion comprenden
una toxina botulinica que consiste esencialmente de toxina botulinica de cadena
liviana fraccionada. En aldn oftra incorporacion, la toxina botulinica consiste

esencialmente de una mezcla de hibridos y formas de cadena trasiocada de toxina

botulinica. En ademas otra incorporacion, la toxina botulinica consiste

esencialmente de formas quiméricas de toxina botulinica. Sin embargo la presente
invencion puede utilizar cualquier toxina botulinica, fragmento de toxina botulinica

que retenga actividad neuro-toxica, hibridos y quimeras de toxina botulinica, toxina

27
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botulinica modificada quimicamente, y actividades especificas bien conocidas por
aquellos versados ordinariamente en el arte, en una incorporacion la toxina
botulinica se purifica para una actividad especifica mayor que o igual a cerca de

20 unidades LDsy por nanogramo de toxina botulinica.

La presente invencion proporciona composiciones de toxina botulinica y un
agente secuestrante donde la relacion de unidades LDsy de toxina botulinica a ug
de agente secuestrante es menor que o igual a cerca de 0.2 para toxina botulinica

tipo A y es menor que o igual a cerca de 10 para toxina botulinica tipo B.

Cada composicion de la presente invencidn, en adicion para comprender una
toxina botulinica y un agente secuestrante, ademas puede comprender un
vehiculo aceptable farmacéuticamente y/o zinc y/o una sal de zinc. En una
incarporacion, la toxina botulinica no esta unida covalentemente al agente
secuestrante. En otra incorporacién, la toxina botulinica esta unida

covalentemente al agente secuestrante.

La presente invencion proparciona composiciones de una toxina botulinica y un
agente secuestrante, en donde el agente secuestrante se selecciona del grupo
que consiste de: proteinas, lipidos, y carbohidratos. En una incorporacion
preferida, el agente secuestrante es albumina, coladgeno, epinefrina o hialuronato.
En una incorporacion mas preferida, el agente secuestrante es hialuronato. En la

incorporacioén mas preferida el agente secuestrante es albumina.

La presente invencién ademas proporciona composiciones gue comprenden
una toxina botulinica y un agente secuestrante, en donde el agente secuestrante
es una albamina, preferiblemente albimina sérica humana. Ademas, en una
incorporacion, la albumina de las presentes composiciones se produce
recombinantemente. En una incorporacion, la albGmina esta presente en una

cantidad entre 550 y 5,500 yg de albumina por 100 unidades LDsy de toxina
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botulinica. En otra incorporacion, la albumina esta presente en una cantidad entre
5,500 y 13,000 ug de albamina por 100 unidades LDsg de toxina botulinica. En una
incorporacién preferida la albumina esta presente en una cantidad entre 13,000 y
50,500 wg de albumina por 100 unidades LDsy de toxina botulinica. En una
incorporacion mas preferida, la albimina estd presente en una cantidad entre
50,500 y 505,000 ug de albumina por 100 unidades LDsp de toxina botulinica. En
una incorporacion mas preferida la albumina esta formulada como micro-esferas
encapsuladas en una cantidad entre 50,500 y 90,500 upg de albumina por 100

unidades LDsy de toxina botulinica.

En una incorporacion de la presente invencion, las composiciones comprenden
una toxina botulinica y al menos un agente secuestrante. En una incorporacion
preferida, las composiciones de la presente invencion comprenden una toxina
botulinica y albimina y ademés comprenden uno o mas agentes secuestrantes

adicionales.

La presente invencion también proporciona métodos para producir denervacion
localizada en un individuo con necesidad de ésta, que comprende la
administracion de una cantidad efectiva de cualquiera de las composiciones de la
presente invencidn gue estan descritas aqui. En una incorporacion, los métodos

de la presente invencién se usan para producir denervaciéon en un individuo que

-sufre de una enfermedad neuromuscular asociada con el aumento del tono

muscular y con movimiento involuntario. En otra incorporacion, los métodos de la
presente invencidn se usan para producir denervacion en un individuo que sufre
de enfermedad neuromuscular. Preferiblemente, la enfermedad neuromuscular
esta caracterizada por aumento del tono muscular y/o movimiento involuntario,
que incluye pero no se limita a. distonias, dafio o enfermedad en la médula
espinal, esclerosis multiple, espasticidad, paralisis cerebral, ataque fulminante y
similares. Preferiblemente, la enfermedad neuromuscular asociada con aumento

del tono muscular y/o movimiento involuntario es el blefaroespasmo o torticolis.

UL%
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Mas preferiblemente, la enfermedad neuromuscular asociada con aumento del

tono muscular y con movimiento involuntario es blefaroespasmo.

En una incorporacion, la presente invencion proporciona métodos para producir
denervacion en un individuo que sufre de blefaroespasmo que comprenden la
administracion entre 10-200 unidades LDsg de una composicion de la preéente
invencién como aqui se describe. En ofra incorporacion, la presente invencion
proporciona meétodos para producir denervacion en un individuo que sufre de
torticolis. Preferiblemente, la cantidad efectiva de una composicién de la presente

invencion esta entre 10 y 3,000 unidades LDsq.

En otra incorporacion, la presente invencion proporciona un método para tratar
una condicion seleccionada de un grupo que consiste de arrugas faciales,
rhytides, y alteracién cosmética de labio y ceja, en un individuo con necesidad de
éste, que comprende la administracion de una cantidad efectiva de una
composicion de la presente invencion, como aqui se divulga. Preferiblemente, la

cantidad efectiva esta entre 2.5 y 400 unidades LDs.

En aln otra incorporacion, la presente invencion proporciona un método para
tratar los desordenes de dolor de cabeza humanos en individuos con necesidad de
éste, que comprende la administracion de una cantidad efectiva de una
composicion de la presente invencion, como aqui se divulga. Preferiblemente, la

cantidad efectiva esta entre 5 y 1,000 unidades LDsg.

En otra incorporacion, la presente invencion proporciona un método para el
tratamiento de los desordenes de dolor de cabeza por migrafia en humanos en un
individuo con necesidad de él, que comprende la administracién de una cantidad
efectiva de una composicidn de la presente invencién, como aqui se divulga.

Preferiblemente, la cantidad efectiva esta entre 5 y 1,000 unidades LDsg.

i1
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La presente invencién también proporciona un método para el tratamiento de
las condiciones inflamatorias en humanos en un individuo con necesidad de él,
que comprende |la administracion de una cantidad efectiva de una composicion de
la presente invencién, como aqui se divulga. Preferiblemente, la cantidad efectiva

esta entre 5 y 4,000 unidades LDsp.

La presente invencion también proporciona un meétodo para el tratamiento del
dolor miopatico o neuropatico en un individuo con necesidad de él, que comprende
la administracién dé una cantidad efectiva de una composicion de la presente
invencidn, como aqui se divulga. Preferiblemente, la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsg.

La presente invencidon también proporciona un método para el tratamiento del
dolor de espalda o dolor artritico en un individuo con necesidad de él, que
comprende la administracion de una cantidad efectiva de una composicién de la
presente invencién, como aqui se divulga. Preferiblemente, la cantidad efectiva

esta entre 5 y 4,000 unidades LDsq.

En auin otra incorporacion la presente invencion también proporciona un
método para el tratamiento del espasmo gastrointestinal y constricciones en un
individuo con necesidad de él, que comprende la administracion de una cantidad
efectiva de una composicion de la presente invencion, como aqui se divuiga.

Preferiblemente, la cantidad efectiva estd entre 5 y 4,000 unidades LDsg.

La presente invencién también proporciona un método para el tratamiento de
un sindrome de hiperhidrosis en un individuo con necesidad de él, que comprende
la administracion de una cantidad efectiva de una composicién de la presente

invencidn, como aqui se divulga. Preferiblemente, la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsp.
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La presente invencién también proporciona un método para producir las
composiciones aqui descritas. En una incorporacion, el método comprende
mezclar un agente secuestrante con toxina botulinica. En otra incorporacién el
método comprende secar por congelacion o secar flash un agente secuestrante
con toxina botulinica. Preferiblemente, 1a toxina botulinica y el agente secuestrante
estan en una relacion peso a peso que excede de 100 pg de agente secuestrante

por 1 mg de toxina botulinica.

La presente invencion también proporciona un uso de cualquiera de las
composiciones aqui divulgadas para el tratamiento de una enfermedad
neuromuscular, dotor, condiciones inflamatorias arrugas faciales, rhytides,
alteracién cosmeética de labio y ceja y similares. La presente invencion también
proporciona un uso de cualquiera de las composiciones aqui divulgadas para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
neuromuscular, dolor, condiciones inflamatorias, arrugas faciales, rhytides,

alteracién cosmeética de labio y ceja y similares.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion describe un método y una composicién para mejorar la
efectividad clinica de la preparacion de la toxina botulinica para uso clinico
mediante el incremento del secuestro de moléculas de neurotoxina botulinica en la
region blanco del cuerpo de humanos o mamiferos para terapia por el uso de un
agente secuestrante o “ancla molecular “. El mejoramiento del secuestro utilizando
una concentracion de macromoléculas tales como proteinas (e.g., albumina,
colageno y similares) y/o lipidos y/o polisacaridos (e.g., hialuronato y similares)
pueden ser Utiles para proporcionar un ancla molecular a las moléculas de
neurotoxina que previenen la difusién afuera de! punto de inyeccion, causando
maxima saturacion de los receptores de neurotoxina botulinica, por lo tanto

logrando mayor eficacia con la cantidad de neurotoxina usada para alcanzar los
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efectos clinicos deseados. El agente secuestrante mejora la contencién de la
denervacion regional, y mejora los resultados clinicos. El secuestro incrementado
permite una mejor entrega al terminal del nervio con captacidn mejorada vy
aumento de los efectos denervantes y otros efectos biolégicos. La invencion
requiere la adicién de una agente secuestrante a la formulacion de neurotoxina el
cual enlaza a la neurotoxina, previene la diseminacién de la neurotoxina y
demuestra una mejora en la respuesta clinica en pacientes que han sido
previamente tratados sin la molécula vehiculo en las concentraciones preferidas.
El agente secuestrante puede ser un excipiente existente en concentraciones
significativamente mas altas que las usadas previamente (tales como albimina
sérica humana), o un material que no ha sido utilizado previamente para
estabilizar la toxina botulinica (tal como hialuronato de sodio)-. El agente
secuestrante se debe unir a la molécula de toxina botulinica y prevenir su difusion,
de tal manera que la neurotoxina pueda reaccionar con el extremo terminal del

nervio o con cualquier estructura neural de tal forma gue se mejora la efectividad

de la terapia.

A. Definiciones

Como aqui se usa “Toxina botulinica” significa una toxina proteinica y sus
complejos aislados de cepas de Clostridium botulinum, incluyendo varios

inmunotipos tales como A, B, C1,C2,C3,D,E,FyG.

Como aqui se usa “una cantidad efectiva” es una cantidad suficiente para
producir una respuesta terapéutica. Una cantidad efectiva se puede determinar
con estudios de escalamiento de dosis en ensayos clinicos marcados abiertos o

en estudios bin con ensayos ciegos.

Como aqui se usa “enfermedades neuromusculares” se refiere a cualquier

enfermedad que afecte adversamente tanto a los elementos nerviosos {cerebro,
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médula espinal, nervio periférico) como a los elementos musculares (misculo liso
o estriado), que incluyen pero no se limitan a desérdenes del movimiento
involuntario, distonias, dafioc o enfermedad en la médula espinal, esclerosis

multiple, espasticidad, paralisis cerebral, y ataque fulminante.

Como aqui se usa, el término “enfermedades neuromusculares” se refiere a
cualquier enfermedad que afecte adversamente tanto a los elementos nerviosos
(cerebro, médula espinal, nervio periférico) como a los elementos musculares
{musculo liso o estriado), que incluyen pero no se limitan a desérdenes del
movimiento involuntario, distontas, dafo o enfermedad en la médula espinal,

esclerosis multiple, espasticidad, paralisis cerebral, y ataque fulminante.

Como aqui se'usa, el término “vehiculo aceptable farmacéuticamente” significa
una composicion quimica, compuesto, o solvente con el cual se pu‘Jede combinar
un ingrediente activo y con el cual, después de la combinacion se puede usar para
administrar el ingrediente activoe a un individuo. Como aqui se usa, “vehiculo
aceptable farmacéuticamente” incluye, pero no esta limitado a, uno o mas de los
siguientes: excipientes; agentes activos de superficie; agentes dispersantes;
diluyentes inertes; agentes de granulaciéon y desintegracion; agentes de unién;
agentes lubricantes; preservativos; composiciones degradables fisiologicamente
tal como gelatina; vehiculos acuosos y solventes; vehiculos oleosos y solventes;
agentes de suspension; agentes humectantes © de dispersion, agentes
emulsificantes; agentes emolientes; amortiguadores, sales; agentes adelgazantes;
rellenos; antioxidantes; agentes estabilizantes; materiales hidrofébicos o
polimericos aceptables farmaceuticamente y otros ingredientes conocidos en el
arte y descritos, por ejemplo en, Genaro, ed., 1985, Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., la cual se incorpora aqui por

referencia.
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Como aqui se usa “agente secuestrante” significa un agente que mejora la

localizacion y/o retencion de la toxina botulinica en el sitio de administracién.

Como aqui se usa “individuo™ significa un mamifero

B. ALBUMINA

La albumina sérica humana endodgena se enlaza a moleculas circutantes nativas,
tales como acidos grasos libres, bilirrubina, hormonas y zinc. Adicionalmente, la
albumina humana circulante puede unirse con muchos agentes farmacéuticos que
pueden influir en la potencia, tasa de complicacion, aclaramiento, y ofras
propiedades farmacodinamicas de estos agentes. Ejemplos incluyen salicilatos,
sulfisoxazoles, warfarina, fenilbutazona, digtoxina, fenitoina, oxacilina,
bencilpenicilina, lasix, indometacina, diazepan y quinidina entre otros, También se
conocen que los péptidos y las proteinas se unen a albdmina sérica humana, Las
hormonas peptidicas tales como gastrina, corticotropina, melatonina también se

conocen que se unen a albimina sérica humana.

Algunos sitios de unién han sido identificados y la unién se piensa que sea
no-covalente. Adicionalmente, la albimina se puede unir no-covalentemente a
cationes que sirven como cofactores para la reactividad enzimatica de porciones
del complejo polipéptido de la toxina botulinica. Especificamente, el zinc es un
cofactor para la actividad de la endopeptidasa de la cadena ligera de la toxina
botulinica la cual entra a las células blanco después de que la cadena pesada se
une a los receptores de proteina de la superficie de la célula. Altas cantidades de
zinc enlazadas a la albumina mejoran la actividad de la endopeptidasa. El zinc que
se une a la albiimina depende de la dosis. La saturacién de zinc que se une a la

albumina mejora el efecto de denervacion de la toxina botulinica..

H
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A causa de la gran masa atémica de {a albimina y de otras propiedades
proteinicas, se aclara fisiolégicamente desde el area de la inyeccion por absorcion
en los vasos linfaticos, no por absorcion en los vasos sanguineos, un proceso gue
es mucho mas lento que la remocion de especies moleculares mas pequenas. La
relevancia a los farmacéuticos de la toxina botulinica se refiere al papel tanto de
mantener la actividad biologica por promover el contacto del nervic como por
prevenir la salida de neurotoxina libre liberada en los puntos de inyeccién.
DYSPORT®, con su baja concentracidn de albimina, ofrece menos secuestro
para el complejo de neurotoxina y por consiguiente, después de la inyeccion se
produce la difusion fuera del area anatdbmica blanco. El efecto clinico es una
mayor difusion regional de la quimiodenervacion, lo cual resulta en un aumento de
las complicaciones (ptosis, disfagia, ver la Tabla 2). Con el objeto de compensar
este comportamiento biologico, los clinicos en la practica o en estudios tienen que
dar cuatro a cinco veces neurotoxina para alcanzar el mismo grado de actividad
bioldgica que con una alta concentracion de albimina. Con menos inmunotipos
potentes tales como toxina botulinica tipo B (MYOBLOC®), se necesitan grandes
dosis para lograr el mismo bio-efecto regional, por lo tanto ¢ una difusion posterior
ocurre con aumento de las tasas de complicacion (ver tabla 2). Administrando mas
toxina botulinica (una carga de proteina mas alta) resultan tasas mas altas de
inmunidad después de inyecciones repetidas. (Borodic et al (1996) Botulinum

Toxin, Immunology and problems with Available Materials, Neurology 46: 26-29).

El MYOBLOC® se formula a un pH acido pH<6.0, el cual proporciona un
aumento de la estabilidad y la estabilidad de la formulacién del liquido a
temperatura ambiente. Desafortunadamente, el pH acido tiene un efecto lateral
adverso sobre la estructura, y probablemente sobre las propiedades de transporte
en tejido de la albimina sérica humana en esta formulacion de la droga biolégica.
Variando el pH, la isomerizacién de la albimina puede ser considerable asi como
también la configuracion terciaria de la proteina albumina y de sus propiedades

fisicas (ver Peters (1896). Al About Albumin. Academia Press, New York;
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incorporado aqui por referencia en su totalidad). Las alteraciones en las
propiedades fisicas (via cambios en la uniéon de la toxina botulinica y en la
dinamica de la liberacién molecular de la toxina botulinica en los tejidos) se puede
utilizar para explicar algunas de las considerables diferencias en los
requerimientos de dosis comparando, en la practica clinica, Botox® vy
MYOBLOC®. Con altos pH, se pueden ver efectos histoldgicamente similares de
la formulacidn tipo B con unidades equivalentes de LDsg (ver Borodic et al (1993)
Botulinum B Toxin as an Alternative to Botulinum A Toxin, A Histological study.

Ophthalmic Plastic and Reconstructive Surgery 9(3): 182-190).

Aunque, otras proteinas (e.g. gelatina, lactoalbamina, lisozima), lipidos y
carbohidratos pueden servir como agentes secuestrantes efectivos, albumina,
incluyendo albimina encapsulada y microesferas sélidas es el agente

secuestrante proteinico preferido, en parte, por su baja inmunogenicidad.

C. SECUESTRO.

El concepto de secuestro ha sido usado por el inventor para explicar la toxicidad
alterada de la lidocaina cuando se dan inyecciones peri-oculares en ausencia de
Wydase (Troll et al (1999). Diplopia después de la cirugia de catarata usando
lidocaina al 4% en ausencia de Wydase™. Clin Anesth, 11(7):615-6). El secuestro
en ausencia de Wydase, de lidocaina inyectable en estas circunstancias causa
toxicidad de las miofibrillas de los musculos extraoculares con contraccion
cicatrizante y dafio del movimiento extra-ocular. El ejemplo de la lidocaina indica
como el secuestro de la difusién dinamica de un medicamento inyectable puede

ser importante en la farmacologia basica del medicamento.

Sin embargo, nunca ha habido sugerencia o recomendacion que la albumina

pueda alterar la potencia de denervacion regional o mejorar los efectos clinicos o
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ser usada para tratar pacientes que no responden a BOTOX®, DYSPORT® o al
MYOBLOC®. La presente invencién proporciona composiciones y métodos que

mejoran la efectividad clinica de farmaceuticos de toxina botulinica.

Como se puntualizé anteriormente en la seccidn de potencia, el secuestro -la
contencion regional de la quimio-denervacion- es una de las propiedades mas
importantes de las formulaciones de la presente invencion. La propiedad es
importante en el mejoramiento de la potencia, la reduccién de la tasa de
complicacion de la difusiébn y la reduccidon de la anti-genicidad de la toxina
botulinica. Las preparaciones que requieren dosis altas, es decir, administracion
de un aumento de carga proteinica estan asociadas con altas tasas de inmunidad
(comparando el lote Oculinum original 79-11 con el lote BOTOX® actual,
MYOBLOC® comparado con BOTOX®. El mejoramiento del secuestro permite
para bajas cargas de proteina, menos difusién, y mejoramiento del efecto biolégico
en la region bianco para el tratamiento. La utilidad de esta composicidbn mejorada
se demuestra por su efectividad terapéutica cuando las formulaciones
convencionales (e.g., BOTOX®, MYOBLOC®) actualmente en uso fallan o dan

resultados por debajo del éptimo.

D. Dosificacién de formulaciones de toxina botulinica altas en albumina

Se desea producir composiciones de toxina botulinica que requieran una
cantidad efectiva baja para ftratar una condicion particular, por que Ila
administracion de toxina botulinica se ha asociado con el desarrollo de resistencia
inmunoldgica. En consecuencia, esta complicacion requiere aumentar la dosis
{(unidades LDsy; mayores) para lograr una cantidad efectiva terapéuticamente de la

toxina botuiinica.

Una composicion de toxina botulinica derivada de la cepa Hall se formulé con

una actividad especifica de 20 unidades LDsp / ng de toxina y 900 ug de albimina

é}
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serica humana a 100 unidades LDsg de toxina botulinica (0.11 unidades LDsg /ug
de albumina) (US FDA IND 4891). La indicacion para terapia con esta nueva
formulacion fue una regeneracion anormal del nervio facial con blefaroespasmo
sincinetico involuntario. El estudio se realiz utilizando entre 5 y 15 unidades LDsg
de toxina botulinica Tipo A formulada con un aumento de la cantidad de albumina

al contenido de LDso.

Tabla 5: Reduccién de la cantidad efectiva de toxina botulinica utilizando

composiciones de toxina botulinica altas en albumina.

9% -

-

Ensayos 15 pacientes cada Se demostré 100 % Ninguna
Abiertos- una recibiendo 5-15 | de disminucion del | complicacion
marcados unidades LDsg movimiento de ptosis
involuntario
Ensayos 30 pacientes (relacion 1. Grado de Ninguna
controlados 1:1 movimientos complicaciones
de placebo | tratamiento/control), involuntarios de ptosis
doble- ciego | cada uno recibiendo 15 | significativamente
unidades LDsg mejores que en los
controles.
2. Parametros
subjetivos

significativamente
mejores que en los
controles

La literatura anterior ha indicado que las preparaciones de BOTOX® existentes
requieren 20 unidades LDsq para lograr resultados favorables con esta indicacion
(Bodoric et al, (1993) Botulinum Toxin for Aberrant Facial nerve regeneration.
Dose response relationships. Plastic and Reconstructive Surgery, (91) 6:1042-
1045. 1993). Ademas ha habido una incidencia de 20% de ptosis (una
complicacion de difusion) asociada con el uso de toxina botulinica para
blefaroespasmo involuntario, basado en un estudio de 100 pacientes con
BOTOX® para el tratamiento de blefaroespasmo y utilizando dosis comparables de
LDso (ver, estudio aprobado de nuevo lote de Allergan Pharmaceuticals, 1998,
incorporado aqui en su totalidad por referencia). Comparando la incidencia de esta

complicacion en un estudio con alta albumina mostrado anteriormente con el

—
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estudio de equivalencia de BOTOX® (19/99, comparado con 0/30, P<0.01, Chi
cuadrado, parece que la composicion de toxina botulinica tipo A con alta albumina
requirid pocas unidades LDsy para lograr resultados terapéuticos aceptables (la
reduccion en la cantidad efectiva de toxina) y se asocié con difusion limitada en la
6rbita la cual frecuentemente resulta en ptosis. La disminucién en la incidencia de
esta complicacién indicé que el secuestro de los efectos de toxina' botulinica se

mejord por el mas alto contenido de albumina.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ademas sirven para ilustrar, la presente invencion y no

se construyen como limitantes de su alcance de ninguna manera.

Ejemplo 1: Tratamiento de blefaroespasmo.

El individuo es una mujer de 52 afios de edad con blefaroespasmo involuntario
bilateral severo. Los movimientos involuntarioé le han impedido conducir y
mantener un empleo lucrativo. Se le administrd BOTOX® por inyeccion en zinco
ocasiones separadas sin producir ninguna mejora significativa clinicamente. Se
realizd una cirugia para remover una porcion de los protractores del cierre del
parpado (orbicularia oculii). No se observd mejoria permanente. Se cambid el
contenido de albumina del BOTOX® afadiendo 5,000 pg de albimina sérica
humana a un vial de BO_TOX@ (100 unidades LDsp). La composicion resultante
tiene una concentracién de albumina de 2,750 ug/cc (0.018 LDsy ug de albumina,
La administracién de 60 unidades LDsy de una preparacion con alta albimina
produjo una resolucidn cercanamente completa de los sintomas. La concentracion
de albumina alta fue efectiva clinicamente aln cuando se usé en administraciones

subsiguientes (4 ciclos de inyecciones) en dos afios.

Ejemplo 2: Tratamiento de espasmo hemifacial.
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El individuo es un hombre de 62 afios de edad con una historia de espasmo
hemi-facial bilateral. La terapia con toxina botulinica utilizando BOTOX® no fue
efectiva. Los espasmos dafaron su funcionalidad diaria. Se intentd
quirargicamente en dos oportunidades la descompresion del nervio facial. Ambas
cirugias probaron inefectividad en obtener alivio aceptable de los espasmos
faciales involuntarios y le produjeron sordera en un oido. El contenido de albiimina
del BOTOX® se aumentd adicionando alblimina sérica humana suficiente para
alcanzar una concentracién de 5,250 ug/cc (0,00952 LDso/ yg de albimina). La
administracion de 30 unidades de LDsy de la preparacién alta en albumina probd

alta efectividad y alivié sustancialmente los sintomas clinicos.

Ejemplo 3: Tratamiento del espasmo hemi-facial

El individuo es un hombre de 66 afios de edad con espasmo hemi-facial
derecho. Aungue él fue tratado exitosamente con BOTOX® durante 11 afios,
desarrollé resistencia que hizo ademas inefectivas las inyecciones. Los ensayos
de resistencia-resistencia, utilizando un punto de inyeccion remoto demostraron
ausencia de anticuerpo circulante. Un ensayo de otra formulacion de toxina

botulinica, MYOBLOC®, tampaco fue efectivo en aliviar los signos y los sintomas.

El contenido del albimina de BOTOX® se aumenté adicionando suficiente
albumina sérica humana para alcanzar una concentracion de 5,250 pg/cc (0.00952
LDso/ mg de albamina). La administracién de 40 unidades de LDsy de la
preparacion alta en albimina probd aita efectividad y alivid sustancialmente los

sintomas clinicos.

Eiemplo 4: Tratamiento de blefaroespasmo esencial benigno
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El individuo es un rector universitario de 72 afics de edad, quien habia sido
diagnosticado con blefaroespasmo esencial benigno. Cuatro inyecciones
anteriores de la preparacion del BOTOX® estandar fallaron en fograr cualquier
mejoria significante. El individuo se refirié para una posible remocion quirirgica de
musculo y nervio de los musculos débiles necesarios para el cierre del parpado.
En su lugar se administrd una preparacion de toxina botulinica alta en albdmina en
los sitios usuales de las inyecciones, que son especificos para blefaroespasmo
esencial benigno. La preparacion alta en albumina se produjo adicionando 1'2,250
uglcc (0.004 LDsyo/ ug de albimina. La administracion de 60 unidades LDs, de [a
preparacién alta en albumina logré resultados excelentes donde la administracion
de la formulacién convencional de BOTOX® habia fallado. Tres meses después de
la administracion inicial de la preparacidn de toxina botulinica alta en albumina se
administré una preparacion alta en albimina de 40 unidades LDspy que comprende
25,000 pg de albamina por 100 unidades LDsg (0.002 LDsy/ g de albumina) y

produjo mas de 80% de alivio de los sintomas clinicos de blefaroespasmo.

Ejemplo 5: Tratamiento de blefaroespasmo

El individuo es una mujer de 67 afios de edad con blefaroespasmo que no
respondié a inyecciones de BOTOX®. La remocion quirirgica de nervio y misculo

fallé en proporcionar cuaiquier alivio al cierre involuntario de los parpados.

Se adicioné albimina a una preparacion de BOTOX® convencional para
producir una preparacion de toxina botulinica alta en albumina con una
concentracién de 50,250 g de albimina/cc (0.001 LDsy/ g de albumina). La
inyeccion de 50 unidades de la preparacion alta en albumina produjo mas de 50%

de reduccion de los sintomas.

Ejemplo 6: Tratamiento de blefaroespasmo
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El individuo es un hombre de 77 aios de edad quien notd taquifilaxis después
de inyecciones repetidas de toxina botulinica. Se inyectaron formulaciones

convencionales de toxina botulinica tipo B sin alivio del blefaroespasmo.

Se afiadié albumina sérica humana y 0.5 cc de Healon® (hialuronato) a 100
unidades LDsy de toxina botulinica tipo A (BOTOX®). La preparacion producida,
alta en albumina contenia 25,500 yg de albimina por 100 unidades LDsp (0.005
LDsy /ug de albimina). La administracién de 60 unidades LDsy redujo las

contracciones involuntarias del parpado observadas clinicamente.

Ejemplo 7: Tratamiento de blefaroespasmo esencial

El individuo era una mujer de 66 afos de edad con blefaroespésmo esencial.
El tratamiento repetido con BOTOX® (tipo A) usando un intervalo de 40 a 300
unidades LDsp no produjo beneficio terapéutico. Se administrd toxina botulinica
tipo B (MYOBLOC®) en una dosis de 10,000 unidades LDsg en la region peri-ocular
y tambien fallé en producir cualquier alivio. También fallé la neurectomia facial
bilateral para producir cualquier alivio sustancial de los sintomas. Similarmente, no
fueron efectivos procedimientos quirdrgicos adicionales para remover los

musculos necesarios en el cierre del parpado.

Se adiciond albamina sérica humana a 100 unidades LDsy de toxina botulinica
tipo A (BOTOX®). La preparacion alta en albamina producida contenia 12,750 ug
de albumina por 100 unidades LDse (0.00196 LDsy/ pg de albumina). La
- administracion de 50 unidades LDs, produjo alivios sustanciales de los sintomas
por un periodo de tres a cuatro meses mientras que otras formulaciones y

aproximaciones quirdrgicas fallaron.

Ejemplo 8: Tratamiento de blefaroespasmo crénico severo

Q’M "
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El individuo es un hombre de 83 afios de edad con blefaroespasmo cronico
severo. El individuo habia desarrollado ptosis, un efecto lateral de difusion
después de repetidos tratamientos con dosis terapéuticas con formulaciones
convencionales de toxina botulinica. La emergencia de la ptosis complicod el
tratamiento de éste individuo al requerir dosis bajas de toxina botulinica. La baja
dosificacion probé menos efectividad. El paciente recibid una formulacion de
toxina botulinica aita en albumina, que se produjo mezclando 25,000 ug de
albimina sérica humana con 100 unidades LDsy de BOTOX®. La preparacion alta
~ en albumina contenia 12,750 ug de albumina por cc (0.004 LDsy/zg de albumina).
Usando la preparacion alta en albumina, se administraron 60 -70 unidades LDsg
con excelentes resultados clinicos y sin evidencias de ptosis después de la
terapia. El mejoramiento del secuestro de concentraciones mas altas de toxina
botulinica deprimié la dispersion de la neurotoxina en los masculos en la cuenca

del ojo.

Ejemplo 9: Tratamiento de blefaroespasmo esencial

El individuo es una mujer de 67 afios de edad con blefaroespasmo esencial. El
individuo estuvo bajo tratamiento con formulaciones convencionales de toxina

botulinica sin alivio. Ademas, estos tratamientos produjeron ptosis.

Se administrd al individuo una composicién de toxina botulinica alta en
albiimina (20,000 g de albimina/ce; 0.0025 LDso BOTOX® g de albimina), con
una mejoria clinica del blefaroespasmo y ninguna difusion relacionada con lo

efectos laterales (ptosis).

Tabla 4. Comparacion de concentraciones de albimina usadas en los

ejemplos 1-9 con otras formulaciones.

Ejemplo | Concentracién de | Preparacién BOTOX® DYSPORT® | MYOBLOC® |
albamina{grgicc) alta an (LDso lug (LDss /g (LLDso l1g

albimina (LDs, | albdminaicc | albuminalec | albuminal/cc
Ipg albdminalcc

1 2,750 0.0180 0.2 5 10

5
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2 5,250 0.0095 0.2 .5 10
3 5,250 0.0095 0.2 5 10
4 12,500 0.0040 0.2 3 10
25,000 0.0020
5 50,250 0.0001 0.2 5 10
6" 10,200 0.0050 0.2 5 10
7 25,000 0.0020 0.2 5 10
8 12,500 0.0040 0.2 5 10
9 20,000 0.0025 0.2 5 10

*LDsy /mcg albtminalcc para BOTOX®, DYSPORT", MYOBLOC® dadas para comparacion directa

Ejemplo 10: Preparaciéon de una Composicidon de Toxina Botulinica alta en

Albiimina

Después de cuantificar el efecto biolégico por dilucidn de toxina Botulinica
purificada se adiciona al material liofilizado una cantidad de albimina en cantidad
suficiente para exceder 500 mg. por 100 LDspg. El aumento de albimina se une a
la toxina botulinica y mejora el secuestro de la neurotoxina inyectada
proporcionando la mejor saturacion de receptores de neurotoxina y mejorando el

efecto clinico.

Ejemplo 11: Preparacion de una composicién de toxina Botulinica alta en

albdmina que ademas comprende hialorunato

Después de cuantificar el efecto bioloégico por dilucion de la toxina botulinica
purificada, se adiciona una cantidad de albmina al material liofilizado en cantidad
suficiente para exceder 500 pg por 100 unidades LDsy. Adicionalmente, otro
agente secuestrante, el cual ademas mejora el secuestro, se adiciona para
contener la difusiébn de la neurotoxina botulinica hacia fuera de los sitios de
inyeccion. Tal agente secuestrante se incluye pero no se limita a una solucion
diluida de hialuronato de sodio. El aumento de albdmina unida no covalentemente
a la toxina botulinica y las mejoras en el secuestro de la neurotoxina proporcionan

mejor saturacion de los receptores de neurotoxina y, por consiguiente, una mejora

en el efecto clinico.

A
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Ejemplo 12: Preparacion de una Composicion de Toxina Botulinica alta en

Aibumina que comprende ademas Coldgeno.

Después de cuantificar el efecto de denervacién de una neurotoxina
botulinica por dilucién de una toxina botulinica purificada, se mezcla albuamina con
la neurotoxina botulinica liofilizada en cantidad suficiente para que exceda 500 pg
de albl'Jmin;a por 100 unidades LDs. Adicionalmente, otro agente fisico, el cual
ademas mejora el secuestro, se adiciona para preservar la neurotoxiﬁa botulinica
de la difusion afuera del campo de la inyeccion. Tal agente seria una mezcla
diluida de colageno animal o humano. El aumento de albdmina que se une no
covalentemente a la toxina botulinica y una mejora en el secuestro de la
neurotoxina proporciona mejor saturacién de los receptores de neurotoxina y

mejoramiento del efecto clinico.

Ejemplo 13: Preparacién de una_composicion de Toxina Botulinica alta en

Albumina que comprende proteina albimina de fusién - Toxina Botulinica

producida recombinantemente.

La toxina Botulinica se produce como una proteina de fusion con albimina
por lo cual se produce una molecula de albumina que esta enlazada
covalentemente a una toxina botulinica. El bio-ensayo de ptosis de la denervacion
regional en conejo y bio-ensayo en el miembro posterior de raton se pueden
utilizar para confirmar’la cantidad efectiva de una composicién que comprende la
proteina de fusion. Ademas se usaria un estudio a escala de la dosis clinica para

confirmar y refinar la cantidad efectiva.

k5




WO 2004/060384 29 PCT/IB2003/006145

REIVINDICACIONES

. Una composicion que comprende toxina botulinica y un agente
secuestrante, en donde el agente secuestrante esta presente en una
cantidad entre 550 y 550,000 ug de agente secuestrante por 100 unidades

LDs; de toxina botulinica.

. La composicién de la reivindicacion 1, en donde el agente secuestrante
esta presente en una cantidad entre 550 y 5,500 ug de agente secuestrante

por 100 unidades LDsy de toxina botulinica.

. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el agente secuestrante
esta presente en una cantidad entre 5,500 y 13,500 ug de agente

secuestrante por 100 unidades LDsg de toxina botulinica.

. La composicién de la reivindicacién 1, en donde el agente secuestrante
esta presente en una cantidad entre 13,000 y 50,500 yg de agente

secuestrante por 100 unidades LDz, de toxina botulinica.

. La composicién de la reivindicacidén 1, en donde el agente secuestrante
esta presente en una cantidad entre 50,500 y 505,000 yg de agente

secuestrante por 100 unidades LDsp de toxina bo’gulinica.

. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el agente secuestrante se
formula como micro-esferas encapsuladas en una cantidad entre 50,500 y
90,500 pyg de agente secuestrante por 100 unidades LDsy de toxina

botulinica.
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7. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la toxina botulinica se
selecciona del grupo que consiste de: toxina botulinica tipos: A, B, C, D, E,

F.yG.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en donde la toxina botulinica es

toxina botulinica tipo A de la cepa Hall de Clostridium botulinum.

9. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la toxina botulinica

comprende la toxina botulinica de cadena liviana fraccionada.

10.La composicién de la reivindicacion 1, en donde la toxina botutinica

esencialmente consiste de toxina botulinica de cadena liviana fraccionada.

11.La composicion de la reivindicacién 1, en donde la toxina botulinica
esencialmente consiste de una mezcla de hibrido y formas traslocadas de

la cadena de la toxina botulinica.

12.La composicion de la reivindicacion 1, en donde la toxina botulinica

esencialmente consiste de formas quiméricas de la toxina botulinica.

13. La composicién de la reivindicacion 1, en donde la toxina botulinica tiene
una actividad especlifica mayor que o igual a 20 unidades LDsy por

nanogramo de toxina botulinica.

14.La composicion de la reivindicacion 1, en donde la relacidon de unidades
LDso de toxina botulinica a yg de agente secuestrante es menor que o igual

a 0.2 para la toxina botulinica tipo A.

Y
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15.La composicién de la reivindicacién 1, en donde la relacién de unidades
LDsq de toxina botulinica a ug de agente secuestrante es menor que o igual

a 10 para la toxina botulinica tipo B.

16.La composicion de la reivindicacién 1, que comprende ademas un vehiculo

aceptable farmacéuticamente.

17.La composicién de la reivindicaciéon 1, en donde la toxina botulinica esta

unida no covalentemente al agente secuestrante.

18.La composicion de la reivindicaciéon 1, en donde la toxina botulinica esta

unida covalentemente al agente secuestrante.

19.La composicién de la reivindicacién 1, que comprende ademas zinc o

sales de zinc.

20.La composicion de la reivindicacion 1, en donde el agente secuestrante es

albimina.

21.La composicion de [a reivindicacion 1, en donde [a albumina esta presente
en una cantidad entre 550 y 5,500 ug de albumina por 100 unidades LDso

de toxina botulinica.

22.La composicion de la reivindicacion 1, en donde la albumina esta presente
en una cantidad entre 5500 y 13,000 g de albumina por 100 unidades

LDsg de toxina botulinica.

23.La composicion de la reivindicacion 1, en donde la albamina esta presente
en una cantidad entre 13,000 y 50,500 ug de albdmina por 100 unidades

LDsg de toxina botulinica.
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24.La composicion de la reivindicacién 1, en donde la albimina est4 presente
en una cantidad entre 50,500 y 505,000 yg de albimina por 100 unidades
LDs, de toxina botulinica.

25.L.a composicion de la reivindicacion 1, en donde la albumina esta
formulada como micro-esferas encapsuladas en una cantidad entre 50,500

y 90,500 g de aibumina por 100 unidades LDsp de toxina botulinica.

26.La composicion de la reivindicacion 1, en donde la albumina esta

formulada como una particula de albimina solida.

27.La composicién de la reivindicacién 1, en donde la albimina se produce

recombinantemente.

28.La composicion de la reivindicacion 20, que ademas comprende uno 0 mas

agentes secuestrantes adicionales.

29.La composicion de ia reivindicacion 1, en donde el agente secuestrante se

selecciona del grupo que consiste de: proteinas, lipidos y carbohidratos.

30.La composicién de la reivindicacion 29, en donde el agente secuestrante

es colageno.

31.La composicion de la reivindicacion 29, en donde el agente secuestrante

es hialuronato.

32.La composicion de la reivindicacion 29, en donde el agente secuestrante

es epinefrina.
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33. Un método de denervacion localizada en un individuo en necesidad de
éste, que comprende administrar una cantidad efectiva de la composicion

de la reivindicacion 1.

34.El método de la reivindicacién 33, en donde el individuo sufre de una
enfermedad neuromuscular asociada con tono muscular aumentado o

movimiento involuntario.

35.El método de la reivindicacion 34, en donde la enfermedad neuromuscular
asociada con tono muscular aumentado con movimiento involuntario es

blefaroespasmo o torticolis.

36.El método de la reivindicacion 35, en donde la enfermedad neuromuscular
asociada con tono muscular aumentado con movimiento involuntario es

blefaroespasmo.

37.El método de la reivindicacion 36, en donde la cantidad efectiva esta entre

10-200 unidades LDsp.

38.El método de la reivindicacion 35, en donde la enfermedad neuromuscular
asociada con el aumento del tono muscular con movimiento involuntario es

torticolis.

39.El método de la reivindicacion 38, en donde la cantidad efectiva esta entre

10-3000 unidades LD«.

40.Un metodo para tratar una condicion seleccionada del grupo que consiste
de arrugas faciales, rhytides y alteracion cosmeética de labio y ceja en un
individuo con necesidad de éste que comprende la administracién de una

cantidad efectiva de la compasicion de la reivindicacion 1.
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41.El método de la reivindicacion 40, en donde la cantidad efectiva esta entre

2.5 y 400 unidades LDs.

42.Un método para tratar desérdenes de dolor de cabeza humano en un
individuo con necesidad de él, que comprende la administracion de una

cantidad efectiva de la composicion de la reivindicacion 1.

43.El método de la reivindicacion 42, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 1,000 unidades LDsp.

44.Un método para tratar desérdenes de dolor de cabeza de migrafia en
humanos en un individuo con necesidad de ¢€l, que comprende la
administraciéon de una cantidad efectiva de la composicion de la

reivindicacion 1.

45_El método de la reivindicacion 44, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 1,000 unidades LDsg.

46.Un metodo para tratar las condiciones inflamatorias humanas en un
individuo con necesidad de el, que comprende la administracion de una

cantidad efectiva de la composicion de la reivindicacion 1.

47.El método de la reivindicacion 46, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsp.

48.Un meétodo para tratar el dolor neuropatico o miopatico en un individuo con
necesidad de él, que comprende la administracion de una cantidad efectiva

de la composicion de la reivindicacion 1.
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49.E| método de la reivindicacion 48, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsg.

50.Un método para tratar el dolor de espalda o el dolor artritico en un individuo
con necesidad de él, que comprende la administracion de una cantidad

efectiva de [a composicion de la reivindicacion 1.

51.El método de la reivindicacion 50, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsg.

52.Un método para tratar el espasmo gastrointestinal y constricciones en un
individuo con necesidad de él, que comprende la administracion de una

cantidad efectiva de la composicién de la reivindicacion 1.

53.El método de la reivindicacion 52, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsg.

54.Un método para tratar el sindrome de hiperhidrosis en un individuo con
necesidad de él, que comprende |la administracion de la composicién de ia

reivindicacion 1.

55.El método de la reivindicacion 54, en donde la cantidad efectiva esta entre 5

y 4,000 unidades LDsg.

56.Un método de produccion de la composicién de la reivindicaciéon 1, que
comprende mezclar albdmina con toxina botulinica en una relacion pesc a

peso, que excede de 100 xg de albumina por un ng de toxina botulinica.

57.Un meétodo de produccion de la composicion de la reivindicacion 1, que

comprende secar por congelacién o secar por flash, una mezcla de una
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toxina botulinica y albimina en una relacion peso a peso, 100 ug de

albimina por un ng de toxina botulinica.

58.Un método de produccién de la composicién de la reivindicacion 1, que
comprende la liofilizacién de una mezcla de una toxina botulinica y
albumina en una relacion peso a peso, de 100 pg por un ng de toxina

botulinica.

59. Una composicibn que comprende toxina botulinica y un agente
secuestrante, en donde al agente secuestrante esta presente en una
cantidad entre 550 y 900,500 xg de agente secuestrante por 100 unidades

LDsy de toxina botulinica.

80.La composicién de la reivindicacion 59, en donde la albiumina se formula

como una particula de albumina solida.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comigidtn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 58i fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccidn de los anexos del
reporte de examen preliminar intermacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante ¢ a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486.

3. La solicitud no contiene el poder debidamente otergado, con el lleno de los
requisitaos exigidos por los articulos 63 y subasiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicicnalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decigidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiente, la solicitud se
considerard abandonada y perderid su prelacién.

Notifiquese el presente o
e}, del capitulo

io conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
titulo primeroc de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALITX CARMENZA ESPEDES DE VERGEL
Jefe de 1 {visidn de Nuevas Creaciones
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